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RÉSUMÉ 
L'ET-1, un peptide de 21 acides aminés, est un des plus puissants vasoconstricteurs 
isolés à date. Il est présent dans plusieurs tissus et est responsable de nombreuses 
actions biologiques. Chez l'humain, ces effets sont relayés par deux récepteurs 
couplés aux protéines G : ETA et ET B· Précédemment, notre groupe a démontré que 
ces récepteurs sont présents au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et du 
noyau incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire des cellules endothéliales 
endocardiques isolées des ventricules gauche (CEEGs) et droit (CEEDs) du cœur 
fœtal humain âgé de 20 semaines. De plus, notre groupe a montré que suite à 
l'activation des récepteurs à l'ET-1 situés au niveau de la membrane plasmique, l'ET-
1 augmente le niveau de Ca2+ intracellulaire libre des CEEs; les CEEGs étant plus 
sensibles à l'ET-1 que les CEEDs. Basé sur ces résultats, nous allons tester 
l'hypothèse que les récepteurs de l'ET-1, et en particulier le récepteur ET B. présents 
au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEs augmentent le Ca2+ 
nucléoplasmique et que la sensibilité de ces récepteurs nucléaires est différente de 
celle connue pour les récepteurs à l'ET-1 de la membrane plasmique. De plus, il est 
possible que l'activation des récepteurs ETA et/ou ETB de la membrane de surface 
induit leur internalisation, translocation ainsi que leur synthèse de novo. Nous 
proposons aussi que ces phénomènes peuvent être différents dans les CEEGs et les 
CEEDs. Dans la première partie de ce mémoire, nous avons étudié l'effet de 
concentrations croissantes d'ET-1 cytosolique sur le niveau de calcium 
nucléoplasmique des CEEGs et des CEEDs. Au niveau des noyaux des CEEDs, nous 
avons observé que la valeur de EC5o obtenue est plus élevée (1000 fois) que celle des 
noyaux des CEEGs suggérant que les récepteurs à l 'ET-1 présents au niveau des 
membranes de l'enveloppe nucléaire sont plus sensibles à l'ET-1 au niveau des 
CEEGs par rapport aux CEEDs. Nos résultats montrent également que les récepteurs 
à l'ET-1 des membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEDs et des CEEGs sont plus 
sensibles à l'ET-1 que ces mêmes récepteurs présents au niveau de la membrane 
plasmique et ce de 1000 fois pour les CEEGs et de 10 fois pour les CEEDs. De plus, 
nos résultats montrent qu'au niveau des CEEDs et des CEEGs, l'ET-1 cytosolique 
induit une augmentation du [Ca2+]n qui est relayée par le récepteur ET 8 • Dans la 
deuxième partie de ce mémoire, nous avons démontré que le traitement des cellules 
avec l 'ET-1 à différents temps pouvait induire la mobilisation des récepteurs ET A et 
ETa. Nous avons observé une similarité dans le profil de mobilisation des récepteurs 
ETA et ET8 au niveau des CEEDs suggérant que la cinétique de l'internalisation, de la 
dégradation et de la synthèse de novo peut être la même indépendamment du type de 
récepteur activé. De plus, nos résultats montrent que la cinétique et le décours de la 
mobilisation des récepteurs ET A et ET a est différent dans les CEEGs par rapport aux 
CEEDs suggérant qu'il est important de considérer l'origine anatomique des CEEs. 
Nos résultats montrent également que la plupart des augmentations dans les niveaux 
du récepteur ETA et ET 8 au niveau des CEEs sont dues à des synthèses de novo 
sensibles à la cycloheximide. 
Mots-clés : Endothéline-1, Récepteurs ET A et ET 8 , Cellules endothéliales 
endocardiques, Noyau, Calcium, Mobilisation des récepteurs 
I- INTRODUCTION 
1 
1.1 Le cœur 
Le cœur est un muscle puissant qui agit comme une pompe dont le rôle est 
d'approvisionner les organes du corps en sang enrichi d'02 pour permettre leur 
fonctionnement. Ce muscle infatigable peut accomplir une telle tâche par un 
battement moyen de 60 à 90 fois par minute et par la propulsion de 5 à 6 litres de sang 
par minute dans le système circulatoire. 
Du point de vue anatomique, le cœur possède 4 cavités : 
• Deux oreillettes au niveau supérieur; l'oreillette droite reçoit le sang impur, 
riche en C02 et pauvre en 0 2, via les veines tandis que l'oreillette gauche 
reçoit le sang oxygéné des poumons pour l'acheminer au ventricule gauche. 
• Deux ventricules au niveau inférieur; le ventricule droit reçoit le sang de 
l'oreillette droite et l'envoie aux poumons tandis que le ventricule gauche 
propulse le sang oxygéné afin d'approvisionner les autres régions du corps. 
Le cœur est enveloppé dans un sac à double paroi, nommé péricarde, qui le 
maintient dans le centre de la cage thoracique. La paroi cardiaque est composée de 
trois tuniques vascularisées (Figure 1) (voir revue GA VAGHAN, 1998): 
2 
Figure 1 Le péricarde et la paroi du cœur 
Le péricarde est la membrane qui entoure et protège le cœur. Il est constitué de 3 
feuillets; fibreux, séreux pariétal et séreux viscéral (aussi appelé épicarde). 
L' épicarde est la couche la plus externe de la paroi et adhère fermement à la surface 
du cœur. Le myocarde est la couche musculaire médiane formée de cardiomyocytes 
contractiles. L'endocarde constitue la couche la plus interne du cœur et est formé 
d'une monocouche de cellules endothéliales en contact direct avec le sang circulant. 


















1- Épicarde: aussi appelée lame viscérale du péricarde séreux, il s'agit de la couche la 
plus externe de la paroi qui adhère fermement à la surface du cœur et qui le protège; 
2- Myocarde: la couche intermédiaire de la paroi constituant l'essentiel de la masse 
du cœur. Elle est composée de cardiomyocytes qui ont la propriété de se contracter; 
3- Endocarde: la couche la plus interne de la paroi, elle est en contact avec le sang. Il 
s'agit d'un endothélium formé d'une monocouche de cellules endothéliales qui est en 
continuité avec l'endothélium des gros vaisseaux. 
Les cardiomyocytes constituent la majorité du tissu cardiaque représentant 
environ 75 % du volume total de ce dernier. Cependant, de la totalité des cellules 
cardiaques, les cardiomyocytes comptent pour moins de 40%; la majorité des cellules 
étant des fibroblastes, des cellules sanguines, des cellules endothéliales, des 
macrophages et des cellules du muscle lisse vasculaire (revue par BRUTSAERT, 
2003). 
1.2 L'endothélium endocardique 
L'endothélium a longtemps été considéré comme une simple barrière séparant 
le sang des tissus qu'il tapisse. Un rôle très important fut attribué à l'endothélium 
vasculaire pour son implication dans la régulation du tonus vasculaire (V ANE, 1968; 
FURCHGOTT et ZAWADZKI, 1980; revue par BRUTSAERT, 2003). Ces travaux 
ont élevé l'endothélium au rang de structure fonctionnelle essentielle au système 
cardiovasculaire. En effet, l'endothélium contribue à l'homéostasie cardiovasculaire 
non seulement en régularisant la perméabilité vasculaire mais également en ajustant la 
5 
dimension des vaisseaux sanguins en réponse aux demandes hormonales et 
hémodynamiques et en maintenant la fluidité sanguine (revue par BRUTSAERT, 
2003). 
Pour faire suite à ces travaux, le groupe de Brutsaert en 1986 a présenté des 
études démontrant l'importance de l'endothélium endocardique (EE) dans le maintien 
et la régulation de la fonction cardiaque. Ces études ont marqué le début de plusieurs 
travaux dont l'intérêt portait sur une meilleure compréhension de l'implication de 
cette structure au niveau de la fonction du cœur. 
1.2.1 Structure 
L'endothélium endocardique (EE) est une monocouche de cellules 
polygonales de 0.5 µm d'épaisseur qui tapisse les cavités du cœur y compris les 
trabécules et les muscles papillaires localisés à sa surface luminale (Figure 2) (revues 
par BRUTSAERT et al., 1996 et RHODIN JOHANNES, 1974). Ce réseau de 
trabécules, en plus de la présence de nombreuses microvillosités, augmentent d'un 
facteur de 100 la surface de contact entre l'EE et le sang circulant suggérant ainsi un 
rôle important de senseur à ces cellules. Ce rôle est effectivement appuyé par la 
présence de nombreux récepteurs pour divers peptides et hormones circulant dans le 
sang comme l'endothéline-1, les minéralocorticoïdes et le peptide natriurétique 
auriculaire (ANP) (revue par BRUTSAERT et al., 1996). 
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Figure 2 Endothélium endocardique et matrice extracellulaire 
L'endothélium endocardique (EE) est la couche la plus interne du cœur et est 
constitué d'une monocouche de cellules endothéliales. Une matrice extracellulaire 
sépare les CEEs des cardiomyocytes sous-jacents (couleur rose) et est constituée 
d'une lame basale, d'une lame réticulée contenant des fibres de collagène, ainsi que 
d'une couche fibroblastique contenant des fibroblastes, des vaisseaux sanguins et un 
plexus nerveux. 






L'espace sous-endothélial, ou matrice extracellulaire, séparant les cellules 
endothéliales endocardiques (CEEs) des cardiomyocytes, consiste en une lame basale 
et une lame réticulée comportant des fibres de collagène fusionnant avec des fibres de 
la couche fibroélastique. Cette matrice extracellulaire, comprend aussi un plexus 
nerveux, des fibroblastes et des vaisseaux sanguins (revue par BRUTSAERT et al., 
1996). Le plexus nerveux est composé de nerfs et fibres sympathiques capables de 
relâcher plusieurs peptides dont le NPY qui est un des plus abondants (MARRON et 
al., 1994; JACQUES et al., 2003b). 
Les CEEs sont plus larges que la plupart des cellules endothéliales présentes 
dans les autres régions du système circulatoire. Elles possèdent un appareil de Golgi 
et un réticulum endoplasmique bien développés en plus d'un grand nombre de 
mitochondries entourant un large noyau (Figure 3) suggérant que ces cellules sont 
métaboliquement très actives (BRUTSAERT et al., 1996; JACQUES et al., 2003b). 
La présence de corps de Weibel-Palade a également été démontrée dans ces cellules 
(ANDRIES et BRUTSAERT, 1990; LOWENSTEIN et al., 2005). Ces structures 
contiennent le facteur de Von Willebrand (vWF) qui joue un rôle important dans la 
coagulation sanguine, l'adhérence des plaquettes à la matrice extracellulaire ainsi que 
dans l'agrégation des plaquettes (SPORN et al., 1989). 
L'EE constitue un revêtement parfaitement lisse qui diminue la friction du 
sang contre les parois cardiaques (MARIEB et LACHAÎNE, 2005). Cependant, cette 
structure est continuellement soumise à des stress physico-mécaniques dus aux 
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Figure 3 Marquage fluorescent du réticulum endoplasmique, des 
mitochondries et du noyau dans les cellules isolées de l'endothélium 
endocardique 
(A) Marquage du réticulum endoplasmique avec la sonde fluorescente, le DiOC6 
(couleur orange). Les CEEs possèdent un réseau bien développé de réticulum 
endoplasmique. (B) Marquage des mitochondries avec la sonde fluorescente, le 
MitoFluor (couleur verte) et du noyau avec le Syto-11 (couleur rouge). Les 
mitochondries de forme arrondie sont abondantes. Les couleurs n'ont aucune valeur 
mesurable et l'échelle de mesure en blanc est en µm. 
Tirée de JACQUES et al., 2003b 
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changements de forme de la paroi du cœur et aux variations de pression hydrostatique 
survenant au cours du cycle cardiaque. 
La forme des CEEs est maintenue par un cytosquelette constitué de filaments 
d'actine qui forment une bande d'actine périphérique. Cette bande est associée à la 
ceinture d'adhérence (zonula adherens) et participe à la régulation de la perméabilité 
entre les CE Es. Les filaments d' actine sont aussi organisés comme des fibres de 
stress qui jouent un rôle dans le maintien de l'endothélium en augmentant l'adhésion 
des cellules à la matrice extracellulaire (SPORN et al., 1989; PAGE et al., 1992) et en 
renforçant la surface de la cellule (WHITE et al., 1983). La littérature rapporte 
également chez ces cellules la présence de vimentine sous une forme sécrétée qui peut 
être reconnue spécifiquement par l'anticorps PAL-E. Le rôle précis de ce filament 
intermédiaire est toutefois encore inconnu au niveau de ces cellules (XU et al., 2004). 
L'EE est caractérisé par un chevauchement intercellulaire extensif et par la 
présence de fentes longues et profondes entre les cellules (MELAX et LEESON, 
1967). Ces fentes sont recouvertes d'un glycocalyx chargé négativement qui pourrait 
contribuer à faire de l'EE une barrière hautement sélective pour la diffusion des 
molécules et qui permettrait la régulation du transport entre ces cellules (CLAUDE et 
GOODENOUGH, 1973; revue par BRUTSAERT et al., 1996). Le transport 
paracellulaire est également limité par la présence de jonctions serrées (ou zonula 
occludens) qui ont une structure simple avec un ou deux points de contact (revue par 
BRUTSAERT et al., 1996). Des points d'adhésion focaux entre les cellules et la 
matrice sont également présents pour permettre le transport trans-endothélial (revue 
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par BRUTSAERT, 2003). Il y a également de nombreuses jonctions de type Gap 
entre les CEEs formées de plusieurs types de connexines (Cx43, Cx40, Cx37) 
suggérant qu'il y a un couplage électrochimique intime entre ces cellules (revue par 
BRUTSAERT et al., 1998). Ce type de communication permet une propagation 
électrochimique rapide entre les cellules de l'EE, et ce, même à la suite de la 
stimulation d'une seule cellule (BENY, 1999). 
1.2.2 Rôle 
Brutsaert a publié en 2003 une revue mettant en évidence l'implication de 
l'endothélium endocardique dans la fonction cardiaque et l'importance de son 
interaction avec son environnement. Par la sécrétion de divers facteurs, les CEEs 
influencent la performance contractile, le rythme cardiaque et le 
développement/maturation du cœur et des CEEs elles-mêmes (BRUTSAERT, 2003). 
En 1988, Brutsaert et ses collaborateurs ont été les premiers à démontrer 
l'influence des CEEs sur la performance contractile des muscles papillaires de chat en 
présence et en absence de l'EE. La figure 4 montre que la dénudation de l'EE du 
muscle papillaire provoque une diminution de la tension maximale et une abréviation 
de la durée de la contraction due à une relaxation précoce et ce, de manière immédiate 
et irréversible. Par contre, aucun changement significatif n'a été observé au niveau de 
la vitesse de contraction du muscle cardiaque (BRUTSAERT et al., 1988). 
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Figure 4 Effet de l'endothélium endocardique sur la contraction 
isométrique du muscle cardiaque 
Cette figure montre la force d'une contraction isométrique en fonction du temps en 
présence (+EE) et en absence (-EE) de l'endothélium endocardique au niveau du 
muscle papillaire du chat. La dénudation de l'EE induit une relaxation précoce et une 
diminution de la force contractile du muscle papillaire sans aucun changement dans la 
première phase de la contraction. 




Plusieurs évidences expérimentales ont par la suite confirmé la participation 
des CEEs dans la performance contractile du cœur montrant qu'une réponse inotrope 
négative de l' ANP (MEULEMANS et al., 1988) et une réponse inotrope positive en 
réponse à une faible concentration de phényléphrine nécessite la présence d'un EE 
intact (MEULEMANS et al., 1990a, 1990b). 
1.2.3 Interaction entre l'endothélium endocardique et le myocarde 
Les mécanismes de transduction du signal des CEEs aux cardiomyocytes sous-
jacents ne sont pas encore bien connus. Cependant, Brutsaert et Andries ont proposé 
en 1992 deux mécanismes pouvant expliquer l'effet de l'EE sur la modulation de la 
performance cardiaque (Figure 5). Le premier suggère que l'EE peut relâcher, suite à 
des stimulis humoraux et physiques, des facteurs cardioactifs comme l' endothéline-1 
(ET-1), le monoxyde d'azote (NO) et la prostaglandine h (ou prostacycline, PGI2) qui 
peuvent affecter la performance contractile, le rythme cardiaque; le métabolisme ainsi 
que la croissance du cœur. Il a été rapporté que les CEEs possèdent le récepteur Flk-1 
du VEGF (LIAO et al., 2000; SHALABY et al., 1995) et le récepteur Tie-2 de 
l'angiopoîétine-1 (PURI et al., 1999; SATO et al., 1995; SURI et al., 1996). Il est à 
noter que le VEGF et l'angiopoîétine-1 sont impliqués dans la différenciation et la 
prolifération des CEEs (FONG et al., 1995; PURI et al., 1999; SATO et al., 1995; 
SURI et al., 1996) ainsi que dans le développement cardiaque et le processus de 
trabéculation du myocarde (MIQUEROL et al., 1999; SUGISHITA et al., 2000). 
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Figure 5 Interactions entre les cellules endothéliales endocardiques et les 
cardiomyocytes 
L'endothélium endocardique (EE) produit des facteurs qui interagissent directement 
avec les cardiomyocytes sous-jacents et qui influencent la performance contractile, le 
rythme cardiaque ainsi que le développement et la maturation du cœur et des CEEs 
mêmes. Les CEEs agissent sur les cardiomyocytes par la libération de médiateurs 
cardioactifs tels l'ET-1, le NO et le PGh, en agissant aussi comme barrière sélective 
entre le sang et le cœur et en participant au processus de maturation des CEEs et du 
myocarde par l'action de divers facteurs de croissance comme le VEGF et 
l' angiopoïétine-1. 
Modifiée de BRUTSAERT, 2003 
Abréviations: ET-1, endothéline-1; ECE, enzyme de conversion de l'endothéline-1; L-
Arg, L-arginine; NO, monoxyde d'azote; NOS, monoxyde d'azote synthase; PGh, 
prostacycline; PGE2, prostaglandine E2; COX, cyclooxygénase; Ang I et Ang II, 
angiotensine I et II; ACE, enzyme de conversion de l'Ang II; VEGF, facteur de 
croissance de l'endothélium vasculaire; Flk-1, récepteur du VEGF; Tie-2, récepteur de 
l'angiopoïétine-1; K+, potassium; Na+, sodium; Ca2+, calcium; cr, chlore; H+, 
hydrogène; VEGF ARNm, ARNm du VEGF, ET ARNm, ARNm de l'endothéline; 
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1.2.4 L'endothélium endocardique est une barrière physico-chimique 
Le deuxième mécanisme proposé par Brutsaert et Andries pour expliquer 
l'effet de l'EE sur la modulation de la performance cardiaque est que l'EE peut jouer 
le rôle d'une barrière physico-chimique entre le sang circulant et le myocarde 
contrôlant ainsi la composition ionique du milieu interstitiel des cardiomyocytes 
(Figure 5; BRUTSAERT et ANDRIES, 1992). En effet, grâce à sa position unique 
entre le sang et les cardiomyocytes et à sa perméabilité sélective, l'EE peut réguler 
finement la composition ionique du liquide interstitiel entourant les cardiomyocytes 
(BRUTSAERT et al., 1989; MOHAN et al., 1995). 
Des études électrophysiologiques ont démontré la présence sur la membrane 
de surface des CEEs, d'un grand nombre de canaux ioniques tels les canaux K+ 
entrant retardés, les canaux K+ activés par le Ca2+, les canaux cr activés par le 
volume ou mécano-sensibles, les canaux cationiques activés par l'étirement, les 
canaux calciques de type R et la pompe Na+/K+ ATPase (Figure 5; LASKEY et al., 
1990; ROYER et al., 1994; FRANSEN et al., 1995; MANABE et al., 1995; 
JACQUES et al., 2000a). Une asymétrie est observée dans la distribution des canaux 
ioniques sur la surface luminale par rapport à la surface abluminale des CEEs 
suggérant qu'il y a un transport net de K+ du cœur vers le sang et de Na+ du sang vers 
le liquide interstitiel des cardiomyocytes (BRUTSAERT et al., 1998; MANABE et 
al., 1995). 
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Plusieurs chercheurs ont fait une analogie entre la barrière hémato-
encéphalique et la barrière sang-cœur de l'EE (GRANT et al., 1998; RUBIN et 
STADDON, 1999; TAKATA et al., 1997). Une caractéristique unique à la barrière 
hémato-encéphalique est sa haute résistance électrique trans-endothéliale 1500-2000 
Ocm2) qui est beaucoup plus élevée que les autres barrières endothéliales (6-20 ncm2) 
(BANNON et al., 1995). En 1998, Brutsaert et ses collaborateurs ont rapporté que la 
résistance électrique trans-endothéliale des CEEs isolées de cœur de porc est de 
l'ordre de 50 à 60 Ocm2, ces valeurs étant de 2 à 5 fois supérieures à ce qui est 
observé chez les autres barrières endothéliales suggérant que l'EE peut jouer le rôle de 
barrière active entre le sang et le milieu interstitiel des cardiomyocytes 
(BRUTSAERT et al., 1998, 2003). Ces évidences montrent une fois de plus que l'EE 
contribue au maintien de l'homéostasie ionique dans le milieu interstitiel qui entoure 
les fibres de Purkinje et le plexus neuronal présents au niveau de la matrice 
extracellulaire (MARRON et al., 1995). 
1.2.5 Facteurs relâchés par l'endothélium endocardique 
Les CEEs forment un système auto et paracrine pouvant exprimer et relâcher 
une variété d'agents qui influencent directement la performance contractile, le rythme 
cardiaque et le développement/maturation des myocytes cardiaques (Figure 5; 
BRUTSAERT, 2003). Dans le cœur adulte normal, les CEEs relâchent le NO 
(ANDRIES et al., 1998; SHAH, 1996), l'ET-1 (MEBAZAA et al., 1993a), la PGh 
(MEBAZAA et al., 1993b), la PGE2 (MEBAZAA et al., 1993b), les eicosanoïdes 
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(MEBAZAA et al., 1993b), l'angiotensine II (Ang 11) (PAUL et GANTEN, 1992), les 
adényl-purines (LIANG, 1992) et le neuropeptide Y (NPY) (JACQUES et al., 2003b). 
Elles possèdent la monoxyde d'azote synthase constitutive (eNOS ou NOSIII) 
(SCHULZ et al., 1991), l'enzyme de conversion de l'Ang II (ACE) (LANG et al., 
1996) et des activités kininases qui régulent les niveaux locaux de l' Ang II et de la 
bradykinine (BK) (SHAH et al., 1996). 
Dü au fait que le sujet de ce mémoire de maîtrise se concentre sur 
l' endothéline-1 et ses récepteurs, nous allons donc nous limiter, dans les sections 
suivantes, à ce qui est connu sur l'endothéline et ses récepteurs au niveau des CEEs. 
1.3 L'endothéline 
1.3.1 Découverte et structure de l'endothéline 
Depuis plus de 20 ans, plusieurs preuves ont contribué à appuyer l'implication 
dynamique de l'endothélium dans le maintien de l'homéostasie vasculaire. En 1985, 
Hickey et ses collaborateurs ont démontré l'existence d'un facteur vasoconstricteur 
dans le milieu de culture de cellules endothéliales bovines (HICKEY et al., 1985). 
Suite à cette observation, Yanagisawa et al. en 1988 ont identifié ce facteur comme 
étant l'endothéline, et ce, à partir du surnageant de cellules endothéliales aortiques de 
porc en culture (Y ANAGISA W A et al., 1988a). 
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L'endothéline (ET) est un des vasoconstricteurs les plus puissants connus à ce 
jour (MASAKI, 1998). Ce peptide de 21 acides aminés ayant une taille de 2492 
Daltons contient dans sa structure deux ponts disulfures intramoléculaires entre les 
cystéines situées en position 1-15 et 3-11 (Figure 6) (Y ANAGISA W A et al., 1988a, 
b ). Des études menées par INOUE et al. en 1989 ont démontré que l 'ET était le 
prototype d'une nouvelle famille constituée de trois isoformes, soient l'endothéline-1 
(ET-1), l'ET-2 et l'ET-3 possédant des homologies de séquences mais étant codés par 
des gènes différents (Figure 6) (INOUE et al., 1989). Ces peptides présentent une 
structure très similaire aux sarafotoxines, peptides isolés d'un venin de serpent qui 
possèdent des propriétés cardiotoxiques (KLOOG et al., 1988; MASAKI, 1998; 
SOKOLOVSKY, 1992, 1994). Les isoformes de l'ET sont présents dans différents 
tissus et possèdent des actions biologiques diversifiées. L 'ET-1 est la forme la plus 
puissante et la plus abondante retrouvée au niveau du système cardiovasculaire et plus 
particulièrement au niveau de l'endothélium des artères et veines coronaires humaines 
(GIAID et al., 1995; SAETRUM OPGAARD et al., 1994), au niveau des 
cardiomyocytes de porc (HEMSEN et al., 1991; T0NNESSEN et al., 1995) et des 
cellules endothéliales endocardiques humaines et de mouton (JACQUES et al., 2005; 
DAVENPORT et al., 1989). L'ET-2 est une forme de l'ET associée à la croissance et 
l'invasion tumorale du cancer du sein (GRIMSHA W et al., 2002). Elle est également 
produite mais de façon limitée par les cellules endothéliales, le cœur et le rein 
(HOWARD et al., 1992; PLUMPTON et al., 1993). L'ET-3 est présent dans les 
systèmes endocrine, gastro-intestinal et nerveux central (GRAY et WEBB, 1996; 
MA TSUMOTO et al., 1989). 
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Figure 6 Structure des endothéline-1, -2 et -3 humaines 
Les cercles rouges représentent les acides aminés de l'endothéline-2 et -3 qui diffèrent 
de ceux présents dans la structure de l' endothéline-1. 








L'ET-1, notre peptide d'intérêt, est sécrétée principalement par les cellules 
endothéliales, mais aussi par les cardiomyocytes, les neurones et plusieurs autres 
types cellulaires issus de différents systèmes tels le rein, les poumons, le cerveau et le 
système immunitaire (GOTO, 2001; JACQUES et al., 2005; LEE et al., 1990; 
YANAGISAWA et al., 1988a). L'ET-1 endogène peut être détectée dans la 
circulation d'un sujet sain à des concentrations de l'ordre du picomolaire (revue par 
BATTISTINI et al., 1993). Il a été toutefois observé que cette concentration est plus 
élevée durant le développement fœtal (HAEGERSTRAND et al., 1989) et dans 
plusieurs pathologies incluant l'ischémie-réperfusion (KARMAZYN, 1996). 
1.3.2 La biosynthèse de l'ET-1 
Le produit initial du gène de l 'ET-1 est une préproendothéline-1 constituée de 
212 acides aminés (HA YNES et WEBB, 1998; SCHIFFRIN et TOUYZ, 1998). Il y a 
ensuite perte de la séquence signal de la prépro-ET-1 pour qu'elle soit sécrétée du 
noyau vers le cytoplasme. Par la suite, il y a un premier clivage protéolytique qui se 
fait au niveau des sites d'acides aminés dibasiques Lys52-Arg53 et Lys90-Arg91 par une 
convertase de type subtilisine, la furine, combiné à l'action de carboxypeptidases pour 
générer la big-ET-1 de 38 acides aminés (GRAY et WEBB, 1996; DENAULT et al., 
1995; BLAIS et al., 2002) (Figure 7). Le deuxième clivage fait intervenir l'enzyme 
de conversion de l' endothéline (ECE), une métalloendopeptidase neutre, qui clive la 
big-ET-1 entre la Trp73 et la VaI74 pour générer le peptide actif de 21 acides aminés, 
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Figure 7 Biosynthèse de l'ET-1 
Le précurseur préproendothéline-1 subit un clivage protéolytique, par une 
endopeptidase spécifique aux acides aminés dibasiques ( endopeptidase de type 
subtilisine, la furine ), pour former la forme intermédiaire, la big-ET-1. Puis, l'enzyme 
de conversion de l'ET-1 (ECE) catalyse la conversion de la big-ET-1 pour produire 
l'ET-1 sous sa forme active. 
Modifiée de GOTO et al., 1996 
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l'ET-1 (BRUNNER et al., 2006; D'ORLÉANS-JUSTE et al., 2003; HYNYNEN et 
KHALIL, 2006). Il est à noter que l'ET-2 et l'ET-3 sont également produites via une 
maturation spécifique de leur précurseur respectif, la big-ET-2 et la big-ET-3 
(MASAKI, 1998). 
L 'ET-1 peut être générée en réponse à divers stimulis physique et chimique 
comme l' Ang II, des facteurs de croissance, le Transforming Growth Factor-13 (TGF-
J3), l'interleukine-1, le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), la thrombine, l'hypoxie, les 
lipoprotéines et le stress mécanique (HAYNES et WEBB, 1998; MAEMURA et al., 
1992). Son expression peut être inhibée par des facteurs comme le NO, les peptides 
natriurétiques, les prostacyclines et l'héparine (SCHIFFRIN, 2005; 
KOUREMBANAS et al., 1993; pour revue voir BRUNNER et al., 2006). 
1.4 Les récepteurs de l'endothéline 
Les premières expériences sur l'endothéline menées par Yanagisawa et ses 
collaborateurs en 1988 ont démontré que l'administration intraveineuse d'ET-1 chez 
les rats provoquait une diminution transitoire de la pression sanguine suivie par une 
hypertension soutenue (YANAGISAWA et al., 1988a). Ces réponses 
pharmacologiques opposées engendrées par l'ET-1 ont suggéré l'implication de 
différents mécanismes. Les études qui ont succédé ont permis d'observer deux types 
de réponses pharmacologiques face à l'endothéline. La première était une 
vasoconstriction (INOUE et al., 1989; MAGGI et al., 1990; pour revue voir 
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MIY AUCHI et MASAKI, 1999; GOTO et al., 1996) tandis que la deuxième était une 
dilatation (W ARNER et al., 1989). Ces évidences ont donc suggéré la présence de 
deux types de récepteurs à l 'ET-1, le récepteur ETA et le récepteur ET a, qui furent 
isolés et clonés (ARAI et al., 1990; LIN et al., 1991; HYNYNEN et KHALIL, 2006). 
L'existence d'un troisième type de récepteur, ETc, a été suggérée par WEBB 
(1991). Celui-ci a été cloné dans les mélanophores de la grenouille Xenopus Leavis 
(KARNE et al., 1993; DAVENPORT, 2002). Il est à noter que récepteur ETc n'est 
pas présent chez le mammifère. 
Les récepteurs à l' endothéline appartiennent à la famille des récepteurs à sept 
domaines transmembranaires car ils sont caractérisés par la présence de sept segments 
traversant la membrane plasmique (MASAKI et al., 1999; SOKOLOVSKY, 1995a, 
1995b). Leurs actions sont relayées par l'activation d'une protéine G (revue par 
SCHIFFRIN et TOUYZ, 1998). 
Les ETs se lient à leur récepteur avec une très haute affinité de l'ordre du 
nanomolaire; cette liaison est optimale et stable après 10 à 20 minutes à 37°C et la 
dissociation entre l'ET et son récepteur est très lente (revue par SCHIFFRIN et 
TOUYZ, 1998). Les récepteurs de l'endothéline peuvent être distingués selon leur 
affinité de liaison aux ligands (les trois isoformes d'ET et les agonistes ou 
antagonistes spécifiques) ainsi qu'à leur distribution tissulaire et cellulaire 
(D'ORLÉANS-JUSTE et al., 1996) (tableau 1). 
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Tableau 1 Caractéristiques biochimiques et pharmacologiques des récepteurs 
ETAetETB 
ET-1: endothéline-1, ET-2: endothéline-2; ET-3: endothéline-3 
Les antagonistes en caractères gras sont de nature non-peptidique et ont été utilisés 
pour les expériences. 
Modifié de D'ORLÉANS-JUSTE et al., 1996 
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Caractéristiques ETA ET8 
Acides aminés 427 442 
Structure 7 domaines transmembranaires 7 domaines transmembranaires 
Affinité aux ETs ET-1 = ET-2 > ET-3 ET-1 = ET-2 = ET-3 
Protéine G Gq Gq 
Gène/chromosome ETRA/4 ETRB/13 
Agonistes sélectifs IRL 1620 
- 803020 
Antagonistes sélectifs ABT-627 A-192621 
BQ123 BQ788 
PD156707 Ro468443 
L'affinité du récepteur ETA pour l'ET-1 et l'ET-2 est 100 fois plus grande que 
pour l'ET-3 alors que l'ETs se lie avec la même affinité pour les trois isoformes 
(MASAKI, 1998; SCHNEIDER et al., 2007). Chez l'humain, il existe une homologie 
de séquence en acides aminés d'environ 64% entre les récepteurs ETA et ET8 
(ADACHI et al., 1991; SCHNEIDER et al., 2007). Ces récepteurs possèdent dans 
leur structure un N-terminal extracellulaire, un C-terminal cytoplasmique et ont des 
sites de N-glycosylation, de palmitoylation permettant de les ancrer à la membrane 
ainsi que des résidus Sérine pouvant être phosphorylés par des kinases pour la 
régulation de leur activité après exposition à l'ET-1 (HIRATA et al., 1988; 
ROUBERT et al., 1991; WEBB et al., 1998). Il a également été démontré que la 
palmitoylation est une modification importante pour ces récepteurs puisqu'elle peut 
favoriser leur inclusion ou exclusion des compartiments cellulaires (HORSTMEYER 
et al., 1996; OKAMOTO et al., 1997; QANBAR et al., 2003). 
1.4.1 ET-1 et voies de signalisation 
Il a été démontré que la liaison de l 'ET-1 à son récepteur au niveau de la 
membrane plasmique active une protéine G hétérotrimérique, probablement de type 
aq/11, qui peut être sensible ou non à la toxine de pertussis (PTX) (HILAL-
DANDAN et al., 1994; NEYLON, 1999) suggérant la possibilité de plusieurs 
mécanismes de signalisation menant à diverses actions biologiques. Par contre, des 
expériences effectuées sur des cellules COS-7 transfectées avec les récepteurs ETA et 
ET 8 respectivement (TAKIGA W A et al., 1995) et ainsi que sur des cellules du muscle 
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lisse aortique de lapin (BKAILY et al., 1998) ont démontré l'implication d'une 
protéine G sensible à la PTX et à la toxine du choléra (CTX) (pour plus de détails voir 
CHOUF ANI, 2002). 
La fixation de l 'ET-1 à son récepteur engendre une cascade de signalisation 
intracellulaire. Deux types de signalisation ont été décrits pour l 'ET-1: 
1) une signalisation à court terme, caractérisée par le couplage 
excitation-contraction et/ou sécrétion (BKAIL Y et al., 1997b ); 
2) une signalisation à long terme pouvant générer la croissance et la 
migration cellulaire (SANCHEZ et al., 2002; SCHIFFRIN et 
TOUYZ, 1998; SOKOLOVSKY, 1995b). 
Dans la signalisation à court terme, la liaison de l 'ET-1 à son récepteur permet 
l'activation de la phospholipase C (PLC) par une protéine G causant l'hydrolyse de 
phosphatidylinositols en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG) 
(GRIENDLING et al., 1989; SCHIFFRIN et TOUYZ, 1998). L'IP3 formé provoque 
la libération des ions Ca2+ du réticulum endoplasmique (RE) et facilite l'entrée de plus 
de Ca2+ à partir du milieu extracellulaire via des canaux calciques de type L voltage-
dépendants (MAGGI et al., 1989; TURNER et al., 1989; revue par RUBANYANI et 
POLOKOFF, 1994). Le DAG formé, quant à lui, active la protéine kinase C (PKC), 
une enzyme clé dans la régulation des fonctions cellulaires incluant la 
phosphorylation de plusieurs types de protéines comme le canal calcique de type L. 
Ceci favorise encore une fois un plus grand influx de Ca2+ à l'intérieur de la cellule 
(HE et al., 2000). L'ET-1 augmente donc le taux de Ca2+ libre cytosolique 
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(EBIHARA et al., 1996; pour plus de détails voir revue NAMBI et al., 1995). De 
plus, des études menées par BKAIL Y et ses collaborateurs en 1998 ont démontré que 
l'ET-1 augmente la concentration de calcium libre intracellulaire ([Ca2+]i) dans les 
cellules aortiques de lapin via l'activation des canaux calciques de type R. Cette 
augmentation du [Ca2+]i stimule la machinerie contractile intracellulaire ou induit la 
sécrétion dépendamment du type cellulaire (DE NUCCI et al., 1988; NAMIKI et al., 
1992; pour plus de détails voir KANAIDE, 1996; MILLER et al., 1993). 
Dans la signalisation à long terme, l'ET-1 joue un rôle mitogène dans plusieurs 
types cellulaires telles les CEV s (DONG et al., 2005) et les CML Vs (BOBIK et al., 
1990; BREUILLER-FOUCHE et al., 1998) par l'activation des protéines kinases 
activées par les mitogènes (MAPKs). La liaison de l'ET-1 à son récepteur déclenche 
une série d'événements intracellulaires; soit l'activation successive de la protéine G, 
de la PLC, de la PKC, de la raf-1, de la MAP kinase kinase et de la MAPK 
(SCHIFFRIN et TOUYZ, 1998). Cette dernière est transloquée au noyau pour activer 
la transcription de plusieurs gènes cibles impliqués dans la prolifération cellulaire tels 
que les gènes des facteurs de transcription c-myc et c-jun (pour revue voir DOUGLAS 
et OHLSTEIN, 1997; GOTO et al., 1996). 
1.4.2 Le récepteur ETA 
Chez l'humain, le gène codant pour le récepteur ETA est localisé sur le 
chromosome 4 et code pour une protéine de 427 acides aminés (pour plus de détails 
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voir HUNLEY et KON, 2001). Jusqu'à maintenant, aucun agoniste sélectif n'a été 
identifié, par contre, plusieurs antagonistes peptidiques tels que le BQ123 (IHARA et 
al., 1992), le PD156707 (PATEL et al., 1995) ainsi que non-peptidiques tels que le 
BMS-182874 (STEIN et al., 1994; ELLIOTT et al., 1994) et l' ABT-627 (VERHAAR 
et al., 2000) ont été développés et sont sélectifs pour le récepteur ETA (pour revue 
voir IQBAL et al., 2005). 
Dans le système cardiovasculaire, le récepteur ET A est principalement présent 
dans les CML Vs où il relaie la vasoconstriction et la prolifération de ces cellules 
(HORI et al., 1992; ALBERTS et al., 1994; OHLSTEIN et al., 1992). De nouvelles 
évidences ont démontré que l'ET-1 sécrétée par l'endothélium endocardique isolé du 
cœur de porc stimulait la prolifération des fibroblastes cardiaques via une voie de 
signalisation impliquant la PKC et les MAPK ainsi que la synthèse de collagène via 
l'activation du récepteur ETA (KURUVILLA et al., 2007). On retrouve aussi le 
récepteur ETA dans les cardiomyocytes (ALLEN et al., 2003) et les cellules 
endothéliales endocardiques humaines (JACQUES et al., 2005). Des évidences ont 
démontré la présence del' ARNm du récepteur ETA dans le myocarde et l'endocarde 
humain (SAETRUM OPGAARD et al., 2001). De plus, ce type de récepteur est 
présent au niveau des cellules endothéliales aortiques humaines (RIOPEL, 2006). La 
technique d' immunobuvardage de type western permet de détecter une bande 
immunoréactive de environ 34 kDa pour le récepteur ETA dans plusieurs tissus du 
système cardiovasculaire comme le muscle lisse vasculaire (CHOUF ANI, 2002), 
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l'endothélium endocardique (DESCORBETH, 2003) et l'endothélium vasculaire 
(RIOPEL, 2006). 
La régulation de la production des récepteurs à l'ET se fait en parallèle aux 
niveaux d'ET (LEVIN, 1995). Des études démontrent que l'hypoxie stimule la 
production d'ET-1 et du récepteur ETA au niveau des cellules endothéliales et du 
muscle lisse vasculaire respectivement (SIMONSON, 1993). D'autres études 
démontrent également que l'insuline ainsi que le monoxyde d'azote augmentent 
l'expression du récepteur ETA dans les cellules du muscle lisse vasculaire (CMLVs) 
(FRANK et al., 1993; REDMOND et al., 1996). De plus, dans certains tissus, les 
facteurs de croissance et l' AMPc augmentent l'expression du récepteur ET A tandis 
que l'Ang II diminue son expression (LEVIN, 1995). 
1.4.3 Le récepteur ETB 
Chez l'humain, le gène codant pour le récepteur ETB est localisé sur le 
chromosome 13 et code pour une protéine de 442 acides aminés (ARAi et al., 1993). 
Plusieurs agonistes sélectifs du récepteur ET B ont été développés comme par exemple, 
l'IRL-1620 (TAKAI et al., 1992) et le BQ-3020 (IHARA et al., 1992). De plus, 
divers antagonistes peptidiques sélectifs ont été développés comme le BQ-788 
(ISHIKA W A et al., 1994) et ainsi que non-peptidiques tel que le Ro468443 et le A-
192621 (DE GOTTARDI et al., 2000; HYNYNEN et KHALIL, 2006) (tableau 1). 
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Au niveau du système cardiovasculaire, plusieurs études démontrent que le 
récepteur ET B est principalement présent au niveau des cellules endothéliales 
vasculaires (HAGIWARA et al., 1993; GHONEIM et al., 1993; TAKAYANAGI et 
al., 1991) et des CMLVs où il relaie la vasodilatation (DAI et al., 2004; TOSTES et 
al., 2002; BKAILY et al., 2003a). Le récepteur ETB est aussi présent au niveau des 
cellules endothéliales endocardiques humaines (SAETRUM OPGAARD et al., 2001; 
JACQUES et al., 2005) et au niveau des cardiomyocytes humains (ALLEN et al., 
2003). 
L'activation du récepteur ETB stimule la relâche de NO et de prostaglandine, 
deux agents vasodilatateurs (WARNER et al., 1989; HIRATA et al., 1993; 
LAVALLÉE et THORIN, 2003; SCHIFFRIN, 2005; BEGHETTI et al., 2005). Le 
récepteur ETs prévient l'apoptose (SHICHIRI et al., 1997, 1998; FILIPPATOS et al., 
2001; DONG et al., 2005) et inhibe l'expression de l'ECE-1 au niveau des CEs de rat 
(NAOMI et al., 1998). Le récepteur ETs a également un rôle important dans la 
clairance de l'ET-1 circulant (HONORÉ et al., 2005; FUKURODA et al., 1994). 
Basé sur des évidences pharmacologiques, le récepteur ET 8 peut être classifié 
en deux sous-types: ET 81 ; situé sur les CEs, relaie la vasodilatation par la relâche de 
NO (DOUGLAS et al., 1995; SAKAMOTO et al., 1991; SAKURAI et al., 1990; 
SOKOLOVSKY et al., 1992; MIZUGUCHI et al., 1997), et ET8 2, situé sur les 
CMLVs, relaie la vasoconstriction (SUDJARWO et al., 1993; BIGAUD et PELTON, 
1992; CRISTOL et al., 1993). Cependant, au point de vue moléculaire, ces deux 
sous-types de récepteurs ne sont pas des entités distinctes (CLOZEL et GRAY, 1995). 
Les différences pharmacologiques observées entre les deux sous-types pourraient être 
36 
dues à des différences interespèces ou à des modifications post-traductionnelles 
comme la glyocosylation, qui serait différente en fonction de la localisation tissulaire 
de ceux-ci (CLOZEL et GRAY, 1995; pour plus de détails voir CHOUF ANI, 2002). 
Au niveau des CEs, il a été rapporté que le TNF-a et le facteur de croissance 
fibroblastique basique (b-FGF) augmentent l'expression du récepteur ET8 (SMITH et 
al., 1998) tandis que l' AMPc et les catécholamines en diminuent l'expression 
(LEVIN, 1995; KEDZIERSKI et al., 2001). 
1.4.4 Présence de récepteurs couplés aux protéines G dans le noyau 
Plusieurs récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) détectés au noyau par 
diverses techniques ont été répertoriés (pour revue voir GOBEIL Jr. et al., 2006). Le 
concept de RCPG au noyau a fait sa première apparition il y a un peu plus de 20 ans 
avec la détection de sites de liaison à l'Ang II par radioliaison sur des noyaux de rate 
et de foie de rat (RE et al., 1981). Suite à cela, des études menées en 1992 ont pu 
démontrer une différence d'affinité de l' Ang II pour les récepteurs nucléaires par 
rapport à ceux de la membrane plasmique (BOOZ et al., 1992; TANG et al., 1992). 
Des études subséquentes ont pu attribuer une fonctionnalité aux récepteurs présents au 
niveau des membranes de noyaux isolés de foie de rat et ont pu démontrer que leur 
stimulation à l' Ang II induisait la transcription de l' ARNm de la rénine et de 
l'angiotensinogène (EGGENA et al., 1993). Une séquence de localisation nucléaire 
(SLN) dans la queue cytoplasmique du récepteur AT 1 a été identifiée par le groupe de 
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LU en 1998 et ceci pourrait expliquer le phénomène de translocation nucléaire 
pouvant être observé suite à l'internalisation du récepteur induit par l' Ang II au 
niveau des cellules CHO (CHEN et al., 2000) et des CMLVs aortiques humaines. 
Cependant, le groupe de Lu (1998) a également démontré que le récepteur AT2 ne 
transloquait pas au noyau après stimulation à l' Ang II. De plus, il a été démontré que 
ce récepteur ne possédait pas de SLN (KAMBAYASHI et al., 1993; NAKAJIMA et 
al., 1993). Des évidences ont également montré la présence del' Ang II et de ses deux 
récepteurs AT 1 et AT 2 au niveau nucléaire des CEV s isolées de l'aorte humaine 
(KAMAL, 2003) et des CEEs (JACQUES et al., 2003a, 2006b). Récemment, leur 
présence a été rapportée au niveau des noyaux isolés dans les CMLVs et hépatocytes 
humains, de lapin et de rat. Il a également été démontré que l 'Ang II pouvait induire 
une augmentation transitoire du [Ca2+]n avec une cinétique dépendante de l'espèce 
(NADER, 2005). 
En 1992, HOCHER et ses collaborateurs ont démontré pour la première fois la 
présence de sites de liaison à l'ET-1 dans les noyaux isolés d'hépatocytes de rat 
(HOCHER et al., 1992). De plus, par l'utilisation d'une sonde fluorescente couplée à 
l'ET-1, le groupe de BKAILY a mis en évidence la présence des récepteurs à l'ET-1 
non seulement au niveau de la membrane plasmique mais également au niveau des 
membranes de l'enveloppe nucléaire et le nucléoplasme des cellules cardiaques et des 
cellules du muscle lisse vasculaire humain (BKAILY et al., 1997b, 1997c; 2000; 
2002; 2003a). De façon très intéressante, par l'utilisation de la méthode de 
perforation de la membrane plasmique, le groupe de BKAIL Y et al. a démontré que 
ces récepteurs étaient fonctionnels car l'administration cytosolique d'ET-1 au niveau 
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de ces cellules pouvait induire une augmentation concentration-dépendante du [Ca2+]n. 
Ils ont aussi démontré que les récepteurs à l'ET-1 présents au niveau de la membrane 
plasmique étaient moins sensibles à l'ET-1 que les récepteurs à l'ET-1 présents au 
niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire de ces cellules (BKAIL Y et al., 2000, 
2002). L'équipe de BOIVIN et de ses collaborateurs (2003) ont également identifié 
ces récepteurs au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire des cardiomyocytes 
de rat (BOIVIN et al., 2003). De plus, la présence de récepteurs ETA et ETs 
fonctionnels au niveau des noyaux isolés de cellules hépatiques et de CML Vs humain, 
de lapin et de rat a récemment été démontrée (NADER, 2005). 
La présence des récepteurs à la prostaglandine E2 (PGE2) fonctionnels a été 
démontrée dans divers types de cellules et de tissus en utilisant de multiple approches 
comme la radioliaison, l'immunofluorescence indirecte combinée à la microscopie 
confocale et des tests calciques de fonctionnalité (BHATTACHARY A et al., 1998; 
1999; GOBEIL Jr. et al., 2002). De plus, il a été possible d'identifier avec précision à 
l'aide de la microscopie électronique à haute résolution la distribution des récepteurs 
au niveau des membranes interne et externe du noyau. De façon intéressante, 
GOBEIL Jr. et al. (2002) a démontré que le sous-type EP3 des récepteurs à la PGE2 
présent au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire n'a pas la même fonction 
que ceux présents au niveau de la membrane plasmique. En effet, les récepteurs EP3 
de la membrane plasmique, via leur couplage à une protéine Gi ou Go, affecte la 
mobilisation du Ca2+ par la production d' AMPc ou d'IP3 tandis que les récepteurs 
nucléaires vont générer une réponse qui affectera la transcription de gène tel que 
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eNOS. La voie de signalisation sollicitée a été caractérisée par le couplage à un canal 
K+ dépendant du Ca2+ retrouvé au niveau de la membrane nucléaire, la stimulation des 
voies PI-3 kinase/AKT et ERK-MAPK ainsi que l'implication de NFKB (GOBEIL Jr. 
et al., 2002). 
Lee et al. (2004) ont démontré la présence constitutive des récepteurs à 
l' apeline, des récepteurs AT 1 de l' Ang II ainsi que des récepteurs B2 de la BK au 
niveau nucléaire des cellules de cerveau humain et de cellules surexprimant ces 
récepteurs (LEE et al., 2004). Ces auteurs ont rapporté l'existence de motifs de SLN 
positionnées différemment dans la séquence de ces récepteurs suggérant qu'il peut y 
avoir différents mécanismes permettant le transport de ces derniers au noyau (LEE et 
al., 2004). 
La présence de NPY et de son récepteur Y 1 a été démontrée non seulement au 
niveau cytosolique mais également au niveau du nucléoplasme des CEEs isolées de 
camrs fœtaux humains de 20 semaines. Un fait intéressant était que la distribution 
était particulièrement importante au niveau de l'espace périnucléaire (JACQUES et 
al., 2003b). Par la suite, les études de PERREAULT (2004) ont mis en évidence la 
présence d'un autre type de récepteur au NPY, toujours couplé aux protéines G, le 
récepteur Y 2, au niveau nucléaire des CEEGs et des CEEDs. Ses études ont 
également démontré leur fonction au niveau de la modulation du calcium 
nucléoplasmique suite à une stimulation par le NPY. De façon très intéressante, elle a 
pu démontrer que les récepteurs présents au niveau nucléaire étaient plus sensibles 
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que ceux présents au niveau de la membrane plasmique de ces cellules (SADER, 
2002; PERREAULT, 2004; revue par JACQUES et al., 2006a). 
1.5 Le noyau 
Le noyau, de sa perspective classique, s'est longtemps défini comme un 
organite cellulaire comprenant une enveloppe nucléaire formée de deux doubles 
membranes phospholipidiques englobant le matériel génétique des cellules eucaryotes 
(PALAY et PALADE, 1955). Aujourd'hui, de plus en plus d'évidences supportent 
l'implication du noyau dans le couplage excitation-contraction et sécrétion des 
cellules excitables et non-excitables comme les CML Vs, les cardiomyocytes et les 
cellules endothéliales (BKAILY et al., 1996; 1997b; 2004). De plus, un nouveau rôle 
lui a été attribué au niveau de la synthèse protéique (IBO RRA et al., 2001; HENTZE 
et al., 2001 ). Le noyau comprend également divers éléments et protéines de 
signalisation, comme des RCPGs, des protéines G (SAFFITZ et al., 1994; 
BALDASSARE et al., 1997; CROUCH et SIMSON, 1997), des canaux ioniques 
(GERASIMENKO et al., 1996; BKAILY, 1994b; BKAILY et al., 2003c, 2006), des 
échangeurs (XIE et al., 2002; BKAIL Y et al., 2004, 2006), des pompes (BKAIL Y et 
al., 2003c ), des enzymes (PLA2, PLC, PLD et adénylate cyclase) (SCHIEVELLA et 
al., 1995; D'SANTOS et al., 1998; MALVIYA et ROGUE, 1998; YAMAMOTO et 
al., 1998) ce qui a permis l'élaboration d'un nouveau concept: «le noyau est une 
cellule à l'intérieur de la cellule» (revue par BKAILY et al., 2003c; revue par 
MAZZANTI et al., 2001). 
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La synthèse protéique nucléaire est également un concept qui peut expliquer la 
présence de RCPGs au niveau du noyau des cellules. En effet, plusieurs indications 
de l'existence des machineries transcriptionnelle et traductionnelle ont été rapportées 
dans le noyau; comme le facteur transcriptionnel eIF-4E (LEJBKOWICZ et al., 
1992), l'amino-acétylation des ARNts au niveau nucléaire avant leur exportation au 
cytoplasme (LUND et DAHLBERG, 1998) et la présence de deux mécanismes 
distincts pour l'exportation des pré-ARNts et des ARNts matures du noyau (ARTS et 
al., 1998; pour plus de détails voir NADER, 2005). De plus, il a été démontré que le 
couplage de la transcription et de la traduction est possible dans les noyaux isolés de 
cellules de mammifères et que ce couplage pourrait contribuer pour 10 à 15% de la 
production protéique totale de la cellule. Cette synthèse peut être atténuée par des 
agents comme la cycloheximide ou la puromycine (IBORRA et al., 2001; HENTZE, 
2001). 
1.6 Le calcium 
Le second messager le plus répandu au niveau des cellules eucaryotes est le 
calcium (SCHWARTZ, 1990; SPEDDING et PAOLETTI, 1992). Ce dernier joue un 
rôle critique dans la régulation de fonctions cellulaires comme la sécrétion, la 
contraction, le métabolisme, la transcription de gènes et l'apoptose (BERRIDGE et 
al., 2003; CLAPHAM, 1995). En effet, il a été démontré comme un élément essentiel 
dans le couplage de l'excitation-sécrétion des cellules sécrétrices comme les CEs 
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(pour revue voir NILIUS et DROOGMANS, 2001) ainsi que dans l'excitation-
contraction des cellules contractiles comme les cardiomyocytes et les CML Vs 
(BOLTON, 1979; BKAILY, 1994c; BKAILY et al., 1996, 1997a, 2000). De plus, la 
synthèse et/ou relâche de pro- et anti-coagulants, de facteurs de croissance et de 
composés vasoactifs comme le NO et la PGh par les CEVs dépendent ou peuvent être 
modulés par la variation du [Ca2+]i (BUSSE et al., 1991; INAGAMI et al., 1995; 
NILIUS et al., 1997; GOMES et al., 2006). Par exemple, la production de NO par la 
eNOS résulte de l'activation d'une voie Ca2+/calmoduline (CaM) dépendante, ce qui 
nécessite un influx calcique à travers la membrane plasmique (GRAIER et al., 1992; 
IOUZALEN et al., 1996; LANTOINE et al., 1998). Plusieurs facteurs tels l'ET-1 
dans les CEs agissent sur leurs cellules cibles en augmentant le [Ca2+]i de celles-ci 
(TRAN et al., 2000). Cette augmentation du [Ca2+]i provient dans certains cas d'une 
libération du calcium des réserves calciques intracellulaires tels le réticulum 
endoplasmique (RE), via l'activation de canaux calciques inositol triphosphate (IP3) 
ou ryanodine-dépendants (pour plus de détails voir TRAN et al., 2000; KA W ANABE 
et NAULI, 2005; GOMES et al., 2006). 
Au niveau du noyau, l'espace périnucléaire est en continuité avec le lumen du 
RE (MAL VIY A et ROGUE, 1998). Plusieurs études ont démontré que le noyau est 
capable d'emmagasiner le Ca2+ et qu'il pourrait participer activement à l'homéostasie 
calcique (ABRENICA et al., 2003; BKAILY et al., 1997b, 1996, 2002; GILCHRIST 
et al., 2003). Différentes protéines impliquées dans le transport actif du Ca2+ se 
trouvent effectivement au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire comme la 
pompe Ca2+-ATPase (BKAILY et al., 1997a, 1997b, 1999; LANINI et al., 1992), le 
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canal calcique sensible à l'IP3 (MAL VIY A, 1994; GERASIMENKO et al., 1995) et le 
canal calcique de type R étant responsable de l'influx calcique du cytoplasme vers le 
noyau (BKAILY et al., 1994a, 1997b). La présence de ces différents mécanismes de 
transport suggère que celui-ci joue un rôle important au niveau du noyau dans le 
couplage excitation-sécrétion et/ou contraction des cellules (BKAILY et al., 1996, 
1997b, 2004). Il a également été rapporté que le calcium nucléaire joue des rôles 
importants au niveau de la transcription de gènes, la synthèse et la réparation de 
l 'ADN et le transport de protéines (MAL VIY A et ROGUE, 1998) 
1.6.1 Les canaux calciques dans les cellules endothéliales endocardiques 
Plusieurs types de canaux calciques voltage-dépendants (VOCCs) ont été 
rapportés dans la littérature. Ceux-ci se distinguent par leurs caractéristiques 
d'ouverture et de fermeture ainsi que par leur seuil d'activation et leur distribution 
tissulaire (HOSEY et LAZDUNSKI, 1988; SPEDDING et PAOLETTI, 1992; 
BKAIL Y et al., 1992, 1993, 1994a, 1997b; TRIGGLE, 1999; FISHER et BO UR QUE, 
2001; CATTERALL, 2005). Il y existe 6 types de canaux calciques soient les canaux 
calciques de type P/Q, N, R (Résistant aux bloqueurs de canaux calciques connus), L, 
Tet R (Repos) (BKAILY et al., 1992, 1993, 1994a, 1997b, 2005; TRIGGLE, 1999; 
FISHER et BO UR QUE, 2001 ). 
Le canal calcique de type R, découvert en 1971 par BAKER et ses 
collaborateurs, a été baptisé canal calcique de potentiel de repos par DIPOLO en 
1979. Ce canal permet l'entrée passive de Ca2+ dans la cellule pendant une 
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dépolarisation membranaire de longue durée. Plusieurs études ont démontré 
l'implication de ce canal dans le maintien du tonus de base du muscle lisse vasculaire 
(BKAILY et al., 1991) ainsi que dans l'augmentation soutenue du [Ca2+]i durant la 
contraction soutenue du muscle lisse en réponse à différents agents vasoactifs 
proinflammatoires (BKAIL Y et al., 1992, 1993, 1994c, 1994d; BENCHEKROUN et 
al., 1995). D'autre part, ces canaux semblent être impliqués dans les phénomènes de 
sécrétion basale au niveau de l'endothélium vasculaire (BKAILY et al., 1992, 1993, 
1997b). Notons que plusieurs facteurs endothéliaux, comme l'ET-1, ont été rapporté 
comme pouvant augmenter le [Ca2+]i via l'activation du canal calcique de type R 
(BKAILY et al., 1997a, 1997b, 1998). 
Dans les cellules endothéliales, il n'y a pas de canal calcique de type P, N, Q, 
R (résistant), Lou T (TAKEDA et al., 1987; NILIUS et RIEMANN, 1990; pour plus 
de détails voir T AKEDA et KLEPPER, 1990). Cependant, des évidences ont montré 
la présence de canaux calciques de type R (repos) dans ces cellules (BKAILY et al., 
1992, 1993, 1997a, 1997b, 1998; JACQUES et al., 2000b, 2003b). 
1.7 L'ET-1 peut induire l'internalisation de ses récepteurs 
Tel que mentionné précédemment, l'ET-1 a une très forte affinité pour ses 
récepteurs ET A et ET 8 • Effectivement, des études in vitro effectuées sur différents 
tissus démontrent que cette liaison possède une demi-vie de dissociation supérieure à 
30 heures (WAGGONER et al., 1992). Également, nous avons vu dans les sections 
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précédentes que la liaison de l'ET-1 à ses récepteurs menait à l'activation d'une 
protéine G engendrant des actions physiologiques diverses telles que la 
vasoconstriction des CML Vs via ETA et la vasodilatation NO-dépendante via ET 8 au 
niveau des CEVs (MARSAULT et al., 1993; BKAILY et al., 1994a; YANAGISAWA 
et MASAKI, 1989). 
De nombreuses études ont tenté d'éclaircir les mécanismes menant à la 
divergence des réponses générées par ces deux récepteurs. Ces études ont considéré 
une propriété particulière que possèdent les récepteurs qui sont couplés à une protéine 
G (RCPGs), l'internalisation (SCOTT et al., 2004). Ce phénomène a effectivement 
été observé pour plusieurs types de RCPGs comme les récepteurs AT1 de l'Ang II 
(BKAILY et al., 2003b; BOOZ et al., 1992; LU et al., 1998; CHEN et al., 2000), les 
récepteurs muscariniques de l'acéthylcholine (Ach) (LEE et al., 1998) et les 
récepteurs 132-adrénergiques (VON ZASTROW et al., 1992; PIPPIG et al., 1995). 
L'internalisation est définie comme un mode de désensibilisation du récepteur; 
c'est-à-dire la perte progressive de sa réponse face à une stimulation répétée de son 
agoniste (revue par FERGUSON, 2001; revue par SCOTT et al., 2004). Deux 
phénomènes ont été décrits pour les récepteurs qui s'intemalisent: le recyclage et la 
dégradation. 
Plusieurs études ont tenté d'étudier l'internalisation des récepteurs ET A et ET B· 
Le groupe de CHUN (1994) a montré que le récepteur ETA lié à son ligand co-
immunoprécipite avec la cavéoline (protéine structurale des caveolaes qui forment des 
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invaginations membranaires) au niveau des cellules COS. Ils ont également observé 
une co-localisation du récepteur ETA avec la cavéoline en absence d'ET-1 sous forme 
d'agrégats au niveau et sous-jacents à la membrane plasmique (CHUN et al., 1994). 
Ce même groupe a plus tard rapporté que l'ET-1 demeure intact et lié au récepteur 
ETA jusqu'à 2 heures suivant son internalisation au niveau des cellules de l'ovaire du 
hamster chinois (CHO) (CHUN et al., 1995). 
Par contre, des études menées par OKSCHE et al. (2000) ont démontré que le 
récepteur ETB s'intemalise dans des vésicules de clathrine dans les cellules CHO. Ce 
phénomène est suivi d'une réapparition du récepteur au niveau de la membrane 
plasmique, qui serait due à une synthèse protéique de novo. Ce groupe a aussi 
observé que le récepteur ETB n'était presque pas recyclé (OKSCHE et al., 2000). 
ABE et al. en 2000 ont étudié la localisation ainsi que le trafic transcellulaire 
des récepteurs à l 'ET-1 dans plusieurs lignées cellulaires transfectées avec le 
récepteur ETA lié à la protéine fluorescente verte (GFP) et/ou avec le récepteur ET B lié 
à la GFP. Ils ont montré que les récepteurs ETA sont présents de façon prédominante 
au niveau de la membrane plasmique alors que les récepteurs ET B sont présents dans 
des vésicules intracellulaires formées de la protéine membranaire associée aux 
lysosomes-1 (LAMP-1). Des expériences subséquentes sur des cellules de souris L 
manquant la thymidine kinase (L tk-) transfectées avec le récepteur ETB lié à la GFP 
ont démontré que le traitement à la Bafilomycine A1, un inhibiteur de la H+ ATPase 
vacuolaire, induisait une diminution significative de la dégradation du récepteur ET a 
et non du récepteur ET A, suggérant que le récepteur ET B est dirigé aux lysosomes et y 
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est dégradé par des protéases lysosomales. Par la suite, ils ont construit des récepteurs 
ET A et ET s chimériques où les queues cytoplasmiques ont été échangées et ont 
observé que les récepteurs ET A possédant la queue cytoplasmique du récepteur ET 8 se 
retrouvent à la membrane plasmique ainsi que dans des vésicules intracellulaires et 
qu'ils sont fortement dégradés. Par contre, les récepteurs ET8 possédant la queue 
cytoplasmique du récepteur ETA sont localisés surtout au niveau de la membrane 
plasmique et sont très peu dégradés contrairement à ce qui est observé pour les 
récepteurs de type sauvage (ABE et al., 2000). De plus, une délétion de la queue 
cytoplasmique des deux récepteurs mène à une localisation de ceux-ci dans les 
vésicules intracellulaires suivie d'une dégradation. Les résultats obtenus ont suggéré 
que le récepteur ETA possède dans sa queue C-terminale cytoplasmique un signal qui 
serait responsable de son ancrage dans la membrane plasmique (ABE et al., 2000). 
Par la suite, P AASCHE et al. (2001) ont démontré par la construction de 
récepteurs chimériques où les queues cytoplasmiques des récepteurs ET A et ET B sont 
échangés et par la troncation des résidus carboxyterminaux de ces récepteurs que la 
queue du récepteur ET 8 permet une internalisation plus rapide de ce récepteur et que 
la queue cytoplasmique du récepteur ETA permet le ciblage du récepteur à la voie de 
recyclage (PAASCHE et al., 2001). Plusieurs études ont suivis et ont montré 
l'importance de la queue cytoplasmique présente au niveau de certains récepteurs tels 
le récepteur à la Substance P (TREJO et COUGHLIN, 1999), le récepteur à la 
lutropine (HIRAKAWA et al., 2003) et les récepteurs aux opioïdes (TANOWITZ et 
VON ZASTROW, 2003) pour leur ciblage à la voie de recyclage. De plus, 
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PAASCHE et ses collaborateurs, en 2005, ont démontré que la queue cytoplasmique 
du récepteur ETA contenait un motif ayant la structure et les caractéristiques d'un 
ligand PDZ « postsynaptic density-95/disc-large/zona occludens » interne qui serait 
important pour son ciblage et qui n'est pas présent au niveau de la queue 
cytoplasmique du récepteur ET8 (PAASCHE et al., 2005). 
BREMNES et al. (2000) ont montré que les récepteurs ETA et ET 8 
s'internalisent rapidement suite à leur stimulation avec l'ET-1 dans les cellules COS. 
Ils ont démontré que le processus d'internalisation dépend de la kinase des récepteurs 
couplés aux protéines G (GRK), de l'arrestine, de la dynamine et de la clathrine. Ils 
ont également montré que les récepteurs ETA et ET 8 internalisés sont dirigés aux 
endosomes précoces co-localisant avec la protéine RabS, une petite GTPase régulant 
le mouvement et la fusion des vésicules avec les endosomes précoces et la formation 
de ces vésicules à la surface cellulaire, et il semble qu'à partir de cette position, 
chaque récepteur se dirige vers une voie particulière (BREMNES et al., 2000). Les 
récepteurs ETA sont dirigés vers un compartiment de recyclage péricentriolaire et co-
localisent avec la transferrine (marqueur de recyclage). Par la suite, ils réapparaissent 
à la membrane de surface. Par contre, ils ont observé que les récepteurs ET 8 
s'internalisent de façon constitutive, et ce, sans nécessairement être liés à leur ligand, 
et qu'ils se dirigent vers des endosomes tardifs contenant la LAMP-2 (marqueur 
lysosomal) pour ensuite être dégradés aux lysosomes (BREMNES et al., 2000). Ces 
résultats sont en accord avec le groupe de ABE et al. (2000) qui ont conclu que le 
récepteur ET 8 possédait en sa queue cytoplasmique une séquence permettant son 
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ciblage aux lysosomes. Dans le même ordre d'idée, OAK.LEY et ses collaborateurs 
(1999) ont démontré qu'un motif sérine au niveau de la queue cytoplasmique des 
RCPGs serait à l'origine de leur forte affinité pour les arrestines et leur ciblage 
subséquent aux lysosomes (OAKLEY et al., 1999). 
YAMAGUCHI et ses collaborateurs (2003) ont apporté de nouvelles 
évidences qui suggèrent que le récepteur ET 8 pouvait interagir avec la cavéoline-1 
(CA V-1) en absence d 'ET-1 dans les cellules S:fl) d'une lignée d'insectes, les cellules 
COS-1 et HEK-293 (YAMAGUCHI et al., 2003). Il a été démontré la présence de 
plusieurs protéines relayant la signalisation intracellulaire calcique dans les caveolaes 
telles que la PKC, la petite GTPase Ha-Ras, différentes sous-unités a des protéines G 
ainsi que des tyrosine kinases de la famille Src (OKAMOTO et al., 1998). En se 
basant sur ces évidences, YAMAGUCHI et ses collaborateurs ont suggéré que les 
caveolae pourraient être impliquées dans la réception, la concentration et la 
transduction du signal induite par l 'ET-1 via le récepteur ET 8 et que ceci pourrait 
compenser l'internalisation et la dégradation rapide de ce récepteur (YAMAGUCHI et 
al., 2003). Toutefois, il a été démontré que le récepteur ETA pouvait co-localiser avec 
la CAV-1 sans agoniste dans les cellules CHO (OKAMOTO et al., 2000). 
Par contre, BOIVIN et al. (2005) ont démontré que les récepteurs à l'ET-1 
n'interagissent pas avec la cavéoline-3 (CAV-3) au niveau des myocytes 
ventriculaires de rat adultes suggérant que le processus d'internalisation serait effectué 
par un mécanisme n'impliquant pas les caveolae (BOIVIN et al., 2005). 
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Le groupe de BKAIL Y (2006) a par la suite mis en évidence l'internalisation 
des récepteurs ETA et ET8 au niveau des CMLVs provenant d'aortes humaines 
(Figure 8). Ils ont montré que les récepteurs ETA et ET 8 sont intemalisés en réponse à 
l'ET-1 mais que les récepteurs ET A, surtout localisés au niveau de la membrane 
plasmique de ces cellules, se retrouvent suite à cette stimulation, au niveau 
périnucléaire pour être ensuite recyclés à la membrane plasmique. Les récepteurs 
ETs, quant à eux, s'intemalisent et transloquent au noyau avec l'ET-1. Cette étude a 
révélé que l'ET-1 pouvait induire non seulement l'internalisation du récepteur ETs 
mais pouvait aussi augmenter sa densité qui pouvait être bloquée par un traitement à 
la cycloheximide (inhibiteur de synthèse protéique), suggérant qu'il y avait synthèse 
de novo de ces récepteurs (BKAIL Y et al., 2006). ABE et al. (2000) a aussi démontré 
que l'ET-1 pouvait augmenter le nombre des récepteurs ETA et ET8 même en 
présence de cycloheximide suggérant un rôle stabilisateur de l'ET-1 pour ses 
récepteurs (ABE et al., 2000). 
En résumé, il semble que le recyclage des récepteurs ETA (BREMNES et al., 
2000; BKAIL Y et al., 2006) et/ou la stabilisation de ce type de récepteur par sa 
liaison avec l'ET-1 (ABE et al., 2000) ainsi que l'interaction entre le récepteur ETA et 
la cavéoline-1 (CHUN et al., 1994) pourraient expliquer la réponse contractile 
prolongée rapportée pour ce type de récepteur. Par contre, le ciblage des récepteurs 
ET 8 vers les lysosomes pour leur dégradation pourrait expliquer en grande partie le 
rôle des ces récepteurs dans la clairance de l'ET-1 circulant (BREMNES et al., 2000; 
SCHNEIDER et al., 2007). 
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Figure 8 Représentation schématique de l'internalisation des récepteurs 
ETA et ET8 dans les CMLVs humaines 
(A et F) En absence d'ET-1 extracellulaire, les récepteurs ETA et ETB sont présents au 
niveau de la membrane plasmique et du cytosol. On retrouve également ET B est au 
niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire et dans le nucléoplasme. (B-D) La 
stimulation des récepteurs ETA et ETB avec l'ET-1 induit leur internalisation suivie 
(G) d'un recyclage à la membrane plasmique pour le récepteur ETA et (C) d'une 
dégradation ou (E) d'une translocation nucléaire pour le récepteur ETB. L'échelle de 
pseudocouleur allant de 0 à 255 représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps 
dirigé contre le récepteur ETA ou ETB. 
Modifiée de CHOUF ANI, 2002 
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1.8 L'ET-1 et l'endothélium endocardique 
Comme nous l'avons vu dans les sections précédentes, l 'ET-1, un puissant 
vasoconstricteur de 21 acides aminés, ainsi que ses récepteurs ET A et ET 8 sont 
présents dans de nombreux tissus dont l'endothélium endocardique (DAVENPORT et 
al., 1989; SAETRUM OPGAARD et al., 2001). Des études ont montré que des CEEs 
isolées de ventricule de chèvre expriment l' ARNm de l'ET-1 et sécrètent une quantité 
suffisante d'ET-1 pour exercer un effet inotrope positif sur des cardiomyocytes isolés 
de cette même espèce (MEBAZAA et al., 1993a). WANG et MORGAN (1992) ont 
étudié la réponse contractile des muscles papillaires isolés du ventricule droit du furet 
adulte en présence et en absence de l'EE. La dénudation des CEEs du muscle 
papillaire provoque une diminution de la tension maximale et une abréviation de la 
durée de la contraction qui ont pu être renversées suite à l'ajout d'ET-1 (WANG et 
MORGAN, 1992). 
Récemment, notre laboratoire a démontré la présence de l'ET-1 et de ses 
récepteurs au niveau des cellules endothéliales endocardiques d'origine fœtale 
humaine (Figure 9). Par immunofluorescence indirecte combinée à la microscopie 
confocale en 3D, il a été possible de détecter la présence hétérogène de l'ET-1 au 
niveau de la membrane plasmique, du cytosol et plus particulièrement du noyau des 
CEEGs et des CEEDs. De plus, une densité plus élevée est remarquée au niveau des 
CEEDs par rapport aux CEEGs où l'ET-1 y est retrouvé sous forme d'agrégats. Le 
récepteur ETA présente une distribution homogène au niveau de la membrane 
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Figure 9 Marquage de l'ET-1 et de ses récepteurs ETA et ET8 dans les 
CEEGs et CEEDs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines 
Reconstructions en 3-D (vue de haut) de CEEGs et de CEEDs isolées de cœur fœtal 
humain montrant l'immunoréactivité de l'ET-1 (A et B), du récepteur ETA (Cet D) et 
du récepteur ET8 (E et F). L'ET-1 est présent de façon hétérogène au niveau de la 
membrane plasmique, du cytosol et du noyau (incluant les membranes de l'enveloppe 
nucléaire), ceci dans les CEEGs et les CEEDs. Sa densité est plus élevée au niveau 
nucléaire où il est présent en forme d'agrégats. Le récepteur ETA est distribué de 
façon homogène et il est présent au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et 
du noyau des CEEGs et CEEDs. Le récepteur ET a est présent au niveau de la 
membrane plasmique, du cytosol avec une intensité de fluorescence plus élevée au 
niveau du noyau et ceci dans les CEEGs et les CEEDs. L'échelle de pseudocouleur 
représente l'intensité de fluorescence de 0 à 255. L'échelle de mesure en blanc est en 
µm. 






Figure 10 Effet de différentes concentrations d'ET-1 extracellulaire sur les 
niveaux soutenus du [Ca2+]c et du [Ca2+]n des CEEGs et des CEEDs isolées du 
cœur fœtal humain âgé de 20 semaines 
L'ET-1 à des concentrations entre 10-17M et 10-5M induit une augmentation 
concentration-dépendante du [Ca2+]c et du [Ca2+]n libre (A) dans les CEEGs et (B) les 
CEEDs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. (A) L'augmentation 
soutenue des niveaux du [Ca2+]n et du [Ca2+]c libre atteint un maximum à une 
concentration de 10-5M d'ET-1. Les valeurs de EC50 sont de 3.28 x 10-10M pour le 
cytosol et de 2.95 x 10-10M pour le noyau. (B) L'augmentation soutenue des niveaux 
du [Ca2+]n et du [Ca2+]c libre atteint un maximum à une concentration de 10-6M d'ET-
1. Les valeurs de EC50 sont de 1.25 x 10-11M pour le cytosol et de 1.3 x 10-11M pour le 
noyau. « n » est le nombre de cellules de 3 expériences indépendantes pour les 
CEEGs et de 5 pour les CEEDs. 
Modifiée de DESCORBETH, 2003 
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Courbes concentration-réponse de l'effet de l'ET-1 sur le 
niveau calcique soutenu des CEEGs (A) et des CEEDs 
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plasmique, du cytosol et du noyau incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire 
avec une densité similaire au niveau des CEEGs et des CEEDs. En ce qui concerne le 
récepteur ET s, il est localisé plus particulièrement au niveau du noyau incluant les 
membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEGs et des CEEDs avec une densité plus 
élevée chez les CEEGs (JACQUES et al., 2005). 
Nous avons également montré que l'ET-1 pouvait induire une augmentation 
soutenue du [Ca2+]c et du [Ca2+]n dans les CEEGs et les CEEDs et avons observé que 
les CEEGs étaient plus sensibles à l'ET-1 que les CEEDs (JACQUES et al., 2000a, 
2005) (Figure 10). De plus, nous avons démontré que l'augmentation du [Ca2+]c et du 
[Ca2+]n par l'ET-1 est relayée par les récepteurs ETA et ETa au niveau des CEEGs 
tandis que cet effet est relayé par le récepteur ETA au niveau des CEEDs (JACQUES 
et al., 2005). 
1.9 Hypothèse et objectifs de travail 
L'endothélium endocardique constitue un système sécréteur et modulateur cardiaque 
unique qui diffère de façon importante du système endothélial vasculaire 
(KURUVILLA ET KARTHA, 2003). Comme le système endothélial vasculaire, 
l'endothélium endocardique sécrète entre autre l'ET-1 et il a été rapporté que ce 
peptide peut moduler l'homéostasie calcique de ces cellules via l'activation des 
récepteurs ETA (JACQUES et al., 2005). Nos récentes études au niveau des CEEs ont 
montré que les récepteurs ET A et ET 8 sont aussi présents au niveau du noyau des 
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CEEs (JACQUES et al., 2005). Par contre, leur rôle dans la modulation de 
l'homéostasie calcique nucléaire n'est pas connu. De plus, le groupe de BKAILY a 
montré que le récepteur AT1 de l' Ang II subit lors de son activation une 
internalisation qui est suivie d'une translocation nucléaire accompagnée d'une 
synthèse de novo (BKAILY et al., 2003b). Basé sur ces évidences, le but de ce 
mémoire est de tester l'hypothèse suivante: les récepteurs de l'ET-1, et en particulier 
le récepteur ET8 , présents au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire des 
CEEs augmentent le Ca2+ nucléoplasmique et la sensibilité de ces récepteurs 
nucléaires est différente de celle connue pour les récepteurs à l'ET-1 de la membrane 
plasmique. De plus, il est possible que l'activation des récepteurs ETA et/ou ETa de la 
membrane de surface induise leur internalisation, translocation ainsi que leur synthèse 
de novo. De plus, nous proposons que ces phénomènes puissent être différents dans 
les CEEGs et les CEEDs. 
Afin de tester ces hypothèses, nous proposons de répondre aux questions suivantes: 
1) Est-ce que l'ET-1 cytosolique augmente le [Ca2+]n lorsque la membrane plasmique 
des CEEGs et des CEEDs a été perforée ? 
Si oui; 
• Est-ce que cette augmentation est due à l'activation du récepteur ETA et/ou 
du récepteur ET 8 présents au niveau des membranes de l'enveloppe 
nucléaire? 
• Est-ce qu'il existe une différence entre les CEEGs et les CEEDs en terme 
de sensibilité à l'ET-1 ? 
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2) Est-ce que l'ET-1 extracellulaire induit la mobilisation des récepteurs ETA et/ou 
ET a présents au niveau de la membrane plasmique ? 
Si oui; 
a) Est-ce que les récepteurs ETA et/ou ET8 subissent une synthèse de novo 
et/ou une dégradation et/ou une translocation au niveau du noyau des 
CEEGs et des CEEDs ? 
b) Est-ce qu'il existe une différence dans la cinétique de mobilisation du 
récepteur ET A et ET a des CEEGs et des CEEDs ? 
c) Est-ce que la mobilisation et le niveau des récepteurs ETA et ETB 
dépendent de la synthèse protéique de novo ? 
Afin de répondre à ces questions, nous avons utilisé des CEEs isolées à partir 
des ventricules gauche et droit de cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. Les 
techniques utilisées sont l'immunofluorescence indirecte, la mesure du [Ca2+]n en 
utilisant la sonde calcique Fluo-3/AM et en perforant la membrane plasmique à l'aide 
de l'ionomycine, ainsi que l'imagerie tridimensionnelle générée par la microscopie 
confocale. 
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II-MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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2.1 Isolation et culture des cellules endothéliales endocardiques du cœur fœtal 
humain âgé de 20 semaines 
Les cellules endothéliales endocardiques sont isolées à partir du ventricule 
gauche et droit (CEEGs et CEEDs, respectivement) du cœur fœtal humain âgé de 20 
semaines en utilisant la trypsine et des méthodes mécaniques (BK.AIL Y et al., I 997b; 
JACQUES et al., 2000a, 2005). La procédure est en accord avec les 
recommandations du comité d'éthique de la recherche sur l'humain. 
Les cœurs fœtaux humains sont prélevés dans des conditions aseptiques et ils 
sont immédiatement déposés dans un bécher contenant une solution stérile de SMEM 
(Milieu Essentiel Minimal de Suspension) ayant la composition suivante: 120 mM 
NaCl, 5 mM KCl, 0.8 mM MgS04, 10 mM NaH2P04 (Gibco BRL, Burlington, ON) 
et supplémentée de Penicilline-G-Potassium (Ayerst, Montréal, QC). Par la suite, les 
ventricules sont disséqués et nettoyés de leur sang avec du milieu M199 (Gibco BRL, 
Burlington, ON) stérile. Afin d'isoler les CEEGs et les CEEDs, les ventricules 
ouverts sont placés dans une boîte de pétri avec leur face luminale dirigée vers le haut 
et sont par la suite exposés à 0.05% de trypsine (BioWhittaker, Walkerville, MD) 
pour 5 minutes à la température de la pièce. L'endothélium endocardique des deux 
ventricules est ensuite gratté délicatement à l'aide d'une lame de scalpel. Les cellules 
recueillies sont lavées avec du milieu M199 supplémenté de 10% (v/v) sérum bovin 
fœtal (FBS) (Gibco BRL, Burlington, ON). Après une centrifugation de 10 minutes à 
1000 rpm à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot de cellules est resuspendu dans 
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un milieu Ml 99 supplémenté de 10% (v/v) FBS. Par la suite, les cellules sont 
déposées dans des pétris ou des contenants de culture. 
Pour les études sur des cellules fraîchement isolées, les cellules sont cultivées 
sur des lamelles de verre de 25 mm de diamètre disposées dans des boîtes de pétri de 
35 mm de diamètre et sont incubées à 37°C sous une atmosphère de 5% C02• Pour 
produire des cultures cellulaires primaires, les CEEGs et les CEEDs sont cultivées 
dans des flacons de culture (Gibco BRL, Burlington, ON) et incubées comme 
mentionné ci-haut. À confluence, les cellules sont détachées par trypsinisation et 
recultivées dans du milieu Ml99 supplémenté de 10% (v/v) de FBS. 
Une vérification de la qualité et de la pureté des CEEGs et des CEEDs est 
effectuée en utilisant une sonde fluorescente spécifique aux résidus a-fucose présents 
dans le glycocalyx des cellules endothéliales. Cette sonde est la « Lectin Ulex 
Europeans Agglutinin » conjuguée à la fluorescéine isothiocyanate (FITC) (6 µg/ml 
pour 2 heures à la température de la pièce; Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) (BKAIL Y 
et al., 1997b; JACQUES et al., 2000a, 2005). De plus, les CEEs contiennent le 
facteur de von Willebrand (vWF) qui peut être détecté par immunofluorescence 
indirecte (section 2.4.4) en employant un anticorps primaire dirigé contre le vWF 
(1 :200; Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) ainsi qu'un anticorps secondaire anti-IgG de 
lapin conjugué à l' Alexa Fluor 488 (1 µg/ml; Molecular Probes, Eugene, OR). Les 
CEEGs et CEEDs possèdent un réseau développé de réticulum endoplasmique et un 
grand nombre de mitochondries entourant un noyau volumineux (BKAIL Y et al., 
1999; JACQUES et al., 2003b, 2006a). Elles possèdent également un canal calcique 
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de type R fonctionnel insensible à la nifédipine mais sensible à l'isradipine 
(JACQUES et al., 2000a). 
2.2 Microscopie confocale 
La microscopie confocale offre plusieurs avantages significatifs sur la 
microscopie à fluorescence conventionnelle: elle permet la génération d'images 
optiques sériées par élimination de la lumière hors foyer (BKAIL Y et al., 1997b; 
NIGGLI et LEDERER, 1990) et offre une résolution d'environ 30% supérieure au 
microscope conventionnel. Elle permet entre autre un sectionnement non-invasif 
d'échantillons biologiques ainsi que leur reconstruction en trois dimensions sous 
n'importe quel angle ou plan de coupe (NIGGLI et al., 1994). Le microscope 
confocal utilisé au cours de cette étude est un Multi Probe 2001 (Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, CA) muni d'un laser à argon équipé d'un microscope à 
épifluorescence à phase inverse (Diaphot Nikon) et d'un objectif achromat (Nikon Oil 
Plan) de 60X. 
2.2.1 Principe de base 
Au niveau du microscope confocal, la lentille du microscope dirige le faisceau 
de lumière laser vers un point donné de l'échantillon, appelé le point focal (Figure 
11). La lumière émise (ou réfléchie) par ce point reprend le même chemin à travers le 




Le point focal et le point confocal dans le système de la microscopie 
Dans le système de la microscopie confocale, la lumière d'excitation venant du laser 
passe par un séparateur primaire et est convergée par les lentilles du microscope au 
point focal de l'échantillon. Une faible quantité de lumière du laser converge sur 
d'autres points du plan focal. La fluorescence provenant de l'échantillon repasse par 
le séparateur primaire afin de séparer la fluorescence émise de celle qui est reflétée. 
La fluorescence émise est convergée par la lentille achromatique au point confocal et 
est enregistrée par le détecteur. Tout rayon frappant l'ouverture à des points autres 
que le point confocal n'est pas détecté. 
Modifiée du manuel d'utilisation du microscope Multi Probe 2001 
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point vers un deuxième point, appelé le point confocal. Un système de volets ou 
ouvertures, positionné au point confocal, ne laisse passer que la lumière provenant du 
point focal pour qu'elle se rende au détecteur. Toute lumière incidente provenant de 
points au-dessus ou en dessous du plan focal, et par conséquent hors foyer, est rejetée 
par l'ouverture confocale (Manuel d'utilisation du microscope Multi Probe 2001). 
2.2.2 Balayage des cellules 
Le faisceau du laser d'argon (9.0 mV), à la longueur d'onde d'excitation de 
488 nm, est dirigé sur l'échantillon via un filtre dichroïque primaire de 510 nm et est 
atténué avec un filtre de densité neutre de 1-3% afin de réduire la défluorescence. 
L'ouverture confocale est de 1 OO µm. 
Pour toutes les expériences, la résolution des images est de 512 x 512 pixels 
avec une taille de pixel égale à 0.34 µm. L'intensité du laser, l'acquisition 
photométrique, la configuration du PMT (multiplicateur de photons) et les filtres sont 
maintenus constants durant les procédures expérimentales (Figure 12). Les cellules 
sont balayées le long de l'axe Z par sections sériées pour permettre la reconstruction 
tridimensionnelle et la prise de mesures du niveau basal de l'intensité de fluorescence 
ainsi que de la réponse cellulaire suite à l'ajout de différents agents, dans le cytosol 




Les compartiments optiques du système de la microscopie 







2. Extenseur de faisceau 
3. Miroirs 
4. Roulette de filtres d'émission 
5. Roulette de filtres d'atténuation 
6. Séparateur de faisceau primaire 
7. Miroir à balayage lent 
8. Miroir à balayage rapide 
9. Lentilles achromatiques 
10. Roulette d'ouverture confocale 
11. Filtre de barrière 
12. Séparateur de faisceau dichroïque secondaire 
13a} Filtre détecteur 1 
13b} Filtre détecteur 2 
14a} Détecteur PMT 1 
14b} Détecteur PMT 2 
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2.3 Étude du noyau 
2.3.1 Chargement des cellules avec la sonde calcique Fluo-3/AM 
Le Fluo-3 est une sonde capable de lier le Ca2+ libre et qui, combinée à la 
microscopie confocale, convient très bien à l'étude de la dynamique spatiale de 
plusieurs processus élémentaires impliquant la signalisation du Ca2+ (BKAIL Y et al., 
1997b). 
Les cellules à étudier sont mises en culture sur des lamelles de verre de 25 mm 
de diamètre qui conviennent à leur montage dans une chambre de 1 ml. Les cellules 
sont lavées trois fois avec 2 ml d'une solution de Tyrode (Sigma-Aldrich, St-Louis, 
MO) ayant comme composition: 136 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCh, 1.9 mM 
CaClz, 5 mM HEPES, 5.6 mM glucose ajustée à pH 7.4 contenant 0.1 % d'albumine 
de sérum bovin (BSA) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). L'osmolarité de la solution 
de Tyrode avec ou sans BSA est ajustée à 310 mOsm avec du sucrose à l'aide d'un 
osmomètre (Advanced Instruments Inc., MA). 
La sonde calcique Fluo-3/AM (Molecular Probes, Eugene, OR) est diluée dans 
une solution de Tyrode contenant du BSA à partir d'une solution stock congelée de 1 
mM; la concentration finale de la sonde utilisée est de 13 µM (BKAIL Y et al., 
1997b). 
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Les cellules sont incubées suivant la méthode de la lamelle renversée, en 
présence de 1 OO µl de sonde diluée placée sur une plaque de verre enveloppée de 
parafilm, et ce, pendant 60 minutes. L'incubation se fait dans un environnement 
humide à l'abri de la lumière afin de minimiser l'évaporation de la sonde calcique 
(BKAIL Y et al., 1997b ). 
Après la période d'incubation, les lamelles sont récupérées et les cellules sont 
lavées deux fois dans la solution de Tyrode seule. Les cellules chargées sont ensuite 
laissées dans la solution de Tyrode pour 15 minutes afin de s'assurer de l'hydrolyse 
totale des groupements acétoxyméthyls esters et ainsi éliminer la forme estérifiée de la 
sonde calcique (forme AM de la sonde Fluo-3 AM) qui est incapable de lier le Ca2+ 
libre (BKAIL Y et al., 1997b ). 
2.3.2 Études de la fluorescence calcique du noyau 
Les cellules chargées avec le Fluo-3 sont montées dans un support métallique 
et plongées dans une solution imitant le milieu intracellulaire ayant la composition 
suivante: 20 mM NaCl, 140 mM KCl, 2 mM MgCh, 5 mM HEPES, 5 mM D-glucose 
ajustée à pH 7.2 avec du Trizma Base. Par la suite, la membrane plasmique des 
cellules est perforée en ajoutant l'ionophore ionomycine (Sigma-Aldrich, St-Louis, 
MO) à une concentration de 10-8M pour un maximum de 30 à 60 secondes en 
présence de 100 nM de CaCh (BKAILY et al., 1997b). Il est à noter que l'addition de 
1 OO nM CaCh à la solution intracellulaire permet de maintenir une homéostasie 
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calcique entre le noyau et le milieu environnant lors de la perforation de la membrane. 
De plus, la présence de 1 OO nM de calcium est nécessaire pour visualiser la 
perforation de la membrane plasmique à l'ionomycine. Les cellules sont balayées 
avant et après l'ajout d'ionomycine pour enregistrer la réponse à l'ionophore. 
Seulement les cellules qui répondent à l' ionomycine ont été sélectionnées pour nos 
études ultérieures. 
Suite à l'addition de l'ionomycine et aussitôt que l'augmentation du Ca2+ 
cytosolique est observée, les cellules sont immédiatement et rapidement (à l'intérieur 
de quelques secondes) lavées avec la solution imitant le milieu intracellulaire en 
absence d'ionomycine et en présence de 100 nM de CaC}z puis sont laissées pour une 
période de stabilisation de 5 minutes (BKAIL Y et al., 1997b ). Par la suite, les 
cellules sont balayées par sections sériées avant (série contrôle du taux calcique basal) 
et après l'ajout de concentrations croissantes d'ET-1 (10-17M à 10-5M), afin d'étudier 
l'effet de l'ET-1 sur les niveaux du calcium nucléoplasmique. L'acquisition des 
séries optiques est effectuée lorsque l'effet de l 'ET-1 sur les niveaux du calcium 
nucléoplasmique se stabilise après l'ajout de chaque concentration d'ET-1. Chaque 
série comprend entre 12 à 15 sections (512 x 512) avec un incrément vertical de 0.7 
µm. Le nombre de sections ainsi que la distance entre les sections sont 
rigoureusement maintenus constants durant la durée de l'expérience afin de localiser 
les variations du calcium nucléoplasmique. 
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2.3.3 Marquage du noyau 
À la fin de chaque expérience, le noyau est marqué avec le Syto-11 (Molecular 
Probes, Eugene, OR), un marqueur des acides nucléiques, à une concentration de 1 OO 
nM. Les cellules sont balayées par sections sériées immédiatement après le 
développement du marquage (8-10 min). La position, le nombre de sections ainsi que 
l'incrément entre ces dernières sont maintenus identiques à ceux utilisés au cours de 
l'expérience. Une reconstruction en trois dimensions du noyau est réalisée afin de 
délimiter le calcium nucléaire du calcium cytosolique (BKAIL Y et al., 1997b ). 
2.3.4 Mesure du calcium nucléaire 
Les images balayées sont transférées à une station d'analyse 0 2 de Silicon 
Graphies équipée d'un logiciel d'analyse et de reconstruction « Imagespace 3.2 » de 
Molecular Oynamics. La reconstruction des images en 30 est présentée en projection 
d'intensité maximale générant une série d'images montrant l'intensité maximale des 
unités voxels (BKAIL Y et al., l 997b ). 
Les images des cellules chargées au Fluo-3 sont représentées en pseudocouleur 
suivant une échelle d'intensité allant de 0 à 255 où le noir indique l'intensité zéro et le 
blanc l'intensité maximale (255). Les mesures de calcium dans le noyau sont 
effectuées sur des images individuelles et sur des reconstructions en 30 (sections 
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sériées). La région du noyau, marquée au Syto-11, est isolée du reste de la cellule en 
fixant un seuil inférieur d'intensité afin de délimiter les pixels de cet espace. Une 
série d'images binaires du volume nucléaire est générée en 3D pour chaque cellule en 
utilisant les mêmes paramètres pour les positions x, y et z que ceux utilisés pendant 
les mesures calciques. En appliquant ces images binaires aux cellules chargées avec 
la sonde calcique, une nouvelle projection en 3D est créée montrant les niveaux 
d'intensité de fluorescence exclusivement dans le noyau (BKAIL Y et al., 1996, 
1997b). 
En isolant le noyau de la région cytosolique environnante, il est donc possible 
de mesurer les valeurs d'intensité moyenne du volume nucléaire en éliminant toute 
contribution possible du calcium périnucléaire. 
2.4 Étude de la mobilisation des récepteurs à l'ET-1 
2.4.1 Marquage des récepteurs ETA et ETB 
L'étude de la localisation ainsi que de la distribution des récepteurs ET A et 
ET 8 au niveau des CEEGs et CEEDs est réalisée avec la technique 
d'immunofluorescence indirecte. Des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre 
l'extrémité C-terminale du récepteur ETA (Alomone Labs, Jerusalem, Israël) (dilution 
1 :100) et contre l'extrémité de la troisième boucle intracellulaire du récepteur ETs 
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(Alomone Labs, Jerusalem, Israël) (dilution 1 :100) sont utilisés. L'anticorps 
secondaire pour les deux récepteurs est un anti-IgG de lapin conjugué à l 'Alexa Fluor 
488 (Molecular Probes, Eugene, OR) qui est utilisé à une concentration de 1 µg/ml. 
Pour déterminer la spécificité de l'immunoréactivité obtenue, trois types de 
contrôles négatifs sont réalisés. Un premier contrôle est effectué en omettant 
l'anticorps primaire. Un deuxième contrôle est fait en remplaçant l'anticorps primaire 
par une concentration équivalente de sérum de lapin (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) 
et finalement, un troisième type de contrôle est réalisé en préabsorbant l'anticorps 
primaire avec le peptide contrôle (Alomone Labs, Jerusalem, Israël) contre lequel 
l'antisérum ETA ou ET8 a été dirigé (JACQUES et al., 2005). 
2.4.2 Traitement avec l'ET-1 
Ces expériences ont été effectuées afin de vérifier l'effet de l'ET-1 sur 
l'internalisation des récepteurs ETA et ET B· Les CEEGs et les CEEDs mises en 
culture sur des lamelles sont exposées à l'ET-1 (Bachem Bioscience Inc, King of 
Prussia, PA) 10·10M pour une période de 1, 2, 5, 7, 10, 15, 20 et 30 minutes à 37°C 
(ABDEL-MALAK, 2003). L'ET-1 est ensuite lavé deux fois avec du PBS IX, les 
cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% et une immunofluorescence 
indirecte est effectuée sur celles-ci. La localisation des récepteurs est visualisée par 
microscopie confocale (JACQUES et al., 2005). 
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2.4.3 Traitement avec l'ET-1 en présence de cycloheximide 
Les traitements décrits à la section 2.4.2 ont aussi été réalisés en présence de 
cycloheximide (EMD Biosciences, Inc., La Jolla, CA), un inhibiteur de synthèse 
protéique, pour vérifier si l'ET-1 induit la synthèse de novo des récepteurs ETA et 
ET B· En bref, les CEEGs et CEEDs mises en culture sur des lamelles sont exposées à 
la cycloheximide (10 µg/ml) pendant 30 min avant le traitement à l'ET-1 (I0-10M) 
pour 1, 2, 5, 7, 10, 15, 20 et 30 min à 37°C (BKAILY et al., 2003b; KAMAL, 2003). 
2.4.4 Technique de l'immunofluorescence indirecte 
La technique utilisée a été modifiée de BRISMAR et al. (1998) et décrite par 
BKAILY et al. (1997b) et JACQUES et al. (2005). En bref, les CEEGs et les CEEDs 
mises en culture sur des lamelles de 25 mm sont fixées pendant 10 min avec une 
solution de paraformaldéhyde 4% (v/v) (Cedarlane, Homby, ON) et sont ensuite 
lavées deux fois rapidement avec du PBS IX, pH 7.4. Les cellules à étudier sont 
ensuite incubées pendant 10 min dans une solution de borohydride de sodium (2 
mg/ml) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) afin de neutraliser les groupements aldéhydes, 
et sont lavées deux fois pendant 5 min avec du PBS. Afin de perméabiliser les 
cellules et de bloquer les sites de liaison non-spécifiques, les cellules sont incubées 
pendant 30 min dans une solution de Triton (0.1%) contenant 7% de sérum normal de 
chèvre (NGS) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) et 5% de lait écrémé en poudre (Sigma-
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Aldrich, St-Louis, MO) à la température de la pièce. Par la suite, les cellules sont 
incubées avec l'anticorps primaire à 4°C pendant toute la nuit dans une solution de 
Triton (0.1 %) contenant 1.4% de NGS et 1 % de lait écrémé en poudre. Les 
préparations sont ensuite lavées deux fois avec du PBS et sont incubées pendant une 
heure à la température de la pièce et à l'obscurité avec un anticorps secondaire 
fluorescent dans une solution de Triton (0.1%) contenant 1.4 % de NGS et 1% de lait 
écrémé en poudre (BRISMAR et al., 1998). Finalement, les cellules sont visualisées 
par microscopie confocale. 
2.4.5 Visualisation et quantification du marquage par microscopie confocale 
Pour la visualisation et la quantification de l'intensité de fluorescence par 
microscopie confocale, les cellules sont mises en culture sur des lamelles de 25 mm 
de diamètre qui conviennent à la chambre d'expérimentation comportant 1 ml de 
tampon PBS. Pour toutes les expériences, la résolution des images est de 512 x 512 
pixels avec une taille de pixel égale à 0.34 µm. L'intensité du laser, l'acquisition 
photométrique, la configuration du PMT (multiplicateur de photons) et les filtres sont 
maintenus constants durant les procédures expérimentales (BKAIL Y et al., 1997b, 
2003a, 2003b). Les échantillons sont balayés le long de l'axe z par sections sériées 
pour permettre la reconstruction tridimensionnelle et la prise de mesures au niveau de 
l'intensité de fluorescence. 
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Les paramètres utilisés pour la visualisation et la mesure de l'intensité de 
fluorescence de la sonde Alexa Fluor 488 par microscopie confocale sont les mêmes 
que ceux décrits pour les mesures du Ca2+ par la détection du complexe Ca2+/Fluo-3. 
L'ouverture confocale est toujours de 100 µm. Les mesures de l'intensité de 
fluorescence sont exprimées soit en valeurs absolues selon l'échelle de pseudocouleur 
allant de 0 à 255, soit en pourcentage par rapport au contrôle. 
2.5 Statistiques 
Les niveaux d'intensité du calcium libre nucléaire ainsi que du marquage des 
récepteurs ETA et ET8 sont représentés comme des valeurs moyennes d'intensité 
relative de fluorescence ou comme pourcentage d'augmentation ou de diminution par 
rapport au contrôle. Tous les résultats sont exprimés en moyennes± E.S.M. (Erreur 
Standard à la Moyenne) et le « n » est le nombre de cellules d'au moins trois 
expériences (N) différentes. La signification statistique des résultats est déterminée en 
utilisant le test t non-paramétrique. Les valeurs de probabilité (p) inférieures à 0.05 




3.1 Effet de l'ET-1 cytosolique sur le [Ca2+]n basal des CEEGs et CEEDs à 
membrane plasmique perforée 
En 1997, Bkaily et al. a démontré, en utilisant la méthode de la perforation de 
la membrane plasmique, que l'application d'une concentration élevée d'ET-1 (10-7M) 
au niveau cytosolique (en absence de Ca2l induit une augmentation du calcium 
nucléaire dans les cellules aortiques humaines. De plus, l'ET-1 cytosolique (en 
présence de 1 OO nM de Ca2+) induit une augmentation concentration-dépendante du 
calcium nucléaire dans les cellules cardiaques (BKAIL Y et al., 2002) ainsi que dans 
les cellules du muscle lisse vasculaire (BKAIL Y et al., 2000). Jacques et al. (2005) a 
récemment démontré la présence des récepteurs à l 'ET-1 au niveau de la membrane 
plasmique ainsi qu'au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEGs et 
des CEEDs isolées de cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. Ce groupe a aussi 
démontré que les récepteurs présents au niveau de la membrane plasmique de ces 
cellules étaient fonctionnels (JACQUES et al., 2000a). 
Dans cette série d'expériences, nous avons voulu vérifier si les récepteurs à 
l'ET-1 présents au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire de ces cellules 
sont fonctionnels et si leur sensibilité à l 'ET-1 est différente par rapport à ceux 
présents au niveau de la membrane plasmique. Par conséquent, nous avons testé 
l'effet de concentrations croissantes d'ET-1 cytosolique (10-17M à 10-5M) sur le 
[Ca2+]n des CEEGs et des CEEDs en utilisant la méthode de perforation de la 
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membrane plasmique à l'ionomycine telle que décrit précédemment (section 2.3.2 du 
Matériel et Méthodes; BKAIL Y et al., 1997b ). 
La figure 13 montre un exemple de l'effet concentration-dépendant de l'ET-1 
cytosolique sur l'intensité de fluorescence du calcium libre nucléaire dans les CEEGs 
(panneaux A à E) et CEEDs (panneaux G à K) à membrane plasmique perforée. 
L'enregistrement a été fait après que chaque concentration d'ET-1 a induit un effet 
soutenu (10 à 15 min). Nous pouvons constater dans cette figure la distribution 
calcique nucléaire au niveau contrôle et suite à la stimulation par l'ET-1 cytosolique à 
des concentrations de 10-16, 10-12, 10-9 et 10-6M. Il est à noter que l'intensité de 
fluorescence du complexe Ca2+ /Fluo-3 est indiquée selon une échelle de 
pseudocouleur, où la couleur noire représente l'intensité zéro de la concentration de 
Ca2+ alors que la couleur blanche représente l'intensité maximale (255). À la fin de 
chaque expérience, le noyau des cellules est marqué par la sonde des acides 
nucléiques, le Syto-11 (panneaux F et L) afin de confirmer l'attribution de la réponse 
calcique au niveau nucléaire. De plus, ce marquage permet par la suite d'analyser le 
niveau de calcium libre à l'intérieur du noyau. Les mesures d'intensité de 
fluorescence du complexe Ca2+/Fluo-3 sont obtenues grâce à l'analyse de la 
distribution tridimensionnelle effectuée à partir d'images optiques sériées générées 
par la microscopie confocale. 
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Figure 13 Expérience représentative de l'effet de concentrations croissantes 
d'ET-1 cytosolique sur le niveau basal de calcium nucléaire ([Ca2+]n) dans les 
CEEGs et CEEDs à membrane plasmique perforée 
Reconstruction en 3-D (vue de haut) d'une CEEG et d'une CEED avant (A et G) et 
après (B-E et H-K) l'addition subséquente de différentes concentrations d'ET-1 i.e. 
10"16, 10·12, 10·9 et 10"6M, respectivement. L'ET-1 cytosolique induit une 
augmentation concentration-dépendante soutenue du [Ca2+]n dans les CEEGs et 
CEEDs. Les panneaux F et L sont la délimitation du noyau de la cellule dans les 
panneaux A et G respectivement avec le marqueur des acides nucléiques, le Syto-11 
(100 nM). La couleur verte des panneaux F et L n'a aucune valeur mesurable. 
L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence du complexe 
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La figure 14 (panneaux A et B) montre la compilation des résultats de l'effet 
de l'ajout de concentrations croissantes d'ET-1 cytosolique sur le niveau de [Ca2+]n 
libre soutenu des noyaux de CEEGs et de CEEDs tandis que les panneaux C et D 
montrent les courbes concentration-réponse. La figure 14 A montre que le niveau 
basal de [Ca2+]n libre soutenu des CEEGs en absence d'ET-1 est de 14.49 ± 1.15 
(n=16). L'application d'ET-1 au niveau cytosolique de 10"17M à 10"5M induit une 
augmentation progressive du [Ca2+]n. Une concentration de 10"17M d'ET-1 n'affecte 
pas de façon significative le niveau de [Ca2+]n par rapport au contrôle (10"17M: 18.20 
± 2.23, n=5). Cependant, l'effet de l'ET-1 cytosolique sur le [Ca2+]n devient 
significatif à partir d'une concentration de 10"16M (10-16M: 24.41 ± 2.17, n=6, 
p<0.05; 10"15M: 24.41 ± 2.17, n=6, p<0.001; 10"14M: 27.15 ± 2.48, n=5, p<0.001; 
10"13M: 30.01 ± 3.88, n=7, p<0.001; 10"12M: 33.08 ± 2.03, n=4, p<0.001; 10"11M: 
35.23 ± 1.90, n=4, p<0.001; 10·10M: 36.43 ± 1.26, n=3, p<0.001; 10"9M: 36.75 ± 
2.04, n=3, p<0.001; 10"8M: 38.52 ± 1.22, n=4, p<0.001; 10"7M: 41.60 ± 1.86, n=4, 
p<0.001; 10"6M: 43.20 ± 2.87, n=5, p<0.001; 10"5M: 43.23 ± 2.55, n=4, p<0.001). 
La figure 14 B montre que le niveau basal de [Ca2+]n libre soutenu des CEEDs en 
absence d'ET-1 est de 28.12 ± 4.07 (n=19). L'application d'ET-1 au niveau 
cytosolique de 10"17M à 10"5M induit une augmentation croissante du [Ca2+]n. Des 
concentrations d'ET-1 de 10·11, 10"16 et 10"15M n'affectent pas de façon significative 
le niveau de [Ca2+]n par rapport au contrôle (10"17M: 31.42 ± 4.38, n=9; 10"16M: 
38.52 ± 5.51, n=9; 10"15M: 42.54 ± 7.02, n=9). L'effet de l'ET-1 cytosolique sur le 
[Ca2+]n devient très significatif à partir d'une concentration de 10"14M (10"14M: 46.41 
± 8.18, n=8, p<0.01; 10"13M: 56.19 ± 5.95, n=4, p<0.01) et hautement significatif à 
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Figure 14 Effet de concentrations croissantes d'ET-1 cytosolique sur le 
niveau basal de [Ca2+]n des CEEGs et des CEEDs à membrane plasmique 
perforée 
(A) Histogramme montrant l'augmentation concentration-dépendante du niveau de 
[Ca2+]n suite à une stimulation à l'ET-1 (10"17M à 10"5M) dans les CEEGs. Une 
augmentation significative du niveau de [Ca2+!n par rapport au niveau basal est 
observée à partir de la concentration de 10·1 M. (B) Histogramme montrant 
l'augmentation concentration-dépendante du niveau de [Ca2+]n suite à une stimulation 
à l'ET-1(10-17Mà10"5M) dans les CEEDs. Une augmentation significative du niveau 
de [Ca2+]n par rapport au niveau basal est observée à partir de la concentration de 10-
14M. (C) Courbe concentration-réponse montrant l'effet de l'ET-1 criosolique sur le 
[Ca2+]n des CEEGs. La valeur de ECso obtenue est de 1.243 x 10·1 M. (D) Courbe 
concentration-réponse montrant l'effet de l'ET-1 cytosolique sur le [Ca2+]n des 
CEEDs. La valeur de EC50 obtenue est de 5.039 x 10·11M. Les valeurs sont 
présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne. * : comparaison au 
contrôle; * p < 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001. « n »est le nombre de cellules 
d'au moins 3 expériences indépendantes. 
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(A) Effet de l'ET-1 cytosolique sur le Ca2+ 
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partir de 10-12M (10-12M: 64.27 ± 6.24, n=7, p<0.001; 10-11M: 71.52 ± 5.62, n=l 1, 
p<0.001; 10-10M: 77.66 ± 6.81, n=l l, p<0.001; 10-9M: 88.60 ± 8.54, n=9, p<0.001; 
10-8M: 101.49 ± 7.45, n=5, p< 0.001; 10-7M: 122.02 ± 9.05, n=3, p<0.001; 10-6M: 
134.06 ± 6.92, n=3, p<0.001; 10-5M: 134.27 ± 5.32, n=3, p<0.001). 
La figure 14 (panneaux C et D) montre les courbes concentration-réponse de 
l'effet de l'ET-1 cytosolique sur le [Ca2+]n des CEEGs et des CEEDs respectivement. 
Comme nous pouvons le constater, le EC5o de l'effet de l'ET-1 sur le [Ca2+]n des 
noyaux des CEEDs (5.039 x 10-11M) est plus élevé par rapport à celui des noyaux des 
CEEGs (1.243 x 10-14M). 
Nos résultats suggèrent que l'activation des récepteurs à l'ET-1 au niveau du 
noyau par l'ET-1 cytosolique induit une augmentation concentration-dépendante du 
[Ca2+]n dans les CEEGs et les CEEDs à membrane plasmique perforée et que les 
CEEGs sont plus sensibles à l'ET-1 que les CEEDs. 
3.2 Effet de l'administration cytosolique des antagonistes des récepteurs ETA 
et ETB sur l'augmentation du [Ca2+]n induite par l'ET-1 cytosolique dans les 
CEEGs et CEEDs 
Dans cette série d'expériences, nous avons voulu déterminer si l'effet de l'ET-
1 cytosolique sur le [Ca2+]n est relayé via les récepteurs ETA et/ou ET 8 • Pour ce faire, 
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nous avons testé l'effet des antagonistes des récepteurs ETA et ET8 (ABT-627 et A-
192621, respectivement) en mode préventif i.e. avant l'ajout d'ET-1. 
3.2.1 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur ETA, le ABT-627, sur 
l'augmentation du [Ca2+] 0 induite par l'ET-1 cytosolique dans les CEEs à 
membrane plasmique perforée 
Afin d'étudier le rôle du récepteur ETA dans la réponse calcique nucléaire 
induite par l'ET-1 cytosolique dans les CEEGs et CEEDs à membrane plasmique 
perforée, nous avons utilisé le bloqueur ABT-627 connu pour être un antagoniste non-
peptidique du récepteur ETA (WU-WONG et al., 2002). La concentration d'ET-1 
choisie pour effectuer ces expériences est de 10·10M, une concentration physiologique 
qui est équivalente à l'EC50 des CEEDs intactes et qui est très près de l'ECso des 
CEEGs intactes. Il est à noter que cette concentration est capable d'induire une 
augmentation statistiquement significative mais non saturante du calcium 
in trace Il ulaire. 
La figure 15 montre un exemple du niveau de [Ca2+]n des CEEGs (panneaux A 
et B) et des CEEDs (D et E) à membrane plasmique perforée. A la fin de 
l'expérience, le noyau des cellules est marqué par la sonde des acides nucléiques, le 
Syto-11 (panneaux C et F) afin de confirmer l'attribution de la réponse calcique au 
niveau nucléaire. Les CEEGs et les CEEDs sont incubées pendant 15 minutes en 
présence de 10"7M de ABT-627, une concentration connue pour bloquer 
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Figure 15 Expérience représentative de l'effet préventif de l'antagoniste du 
récepteur ETA, le ABT-627, sur l'augmentation du [Ca2+]n induite par l'ET-1 
cytosolique dans les CEEs à membrane plasmique perforée 
Les panneaux (A) et (D) représentent les niveaux de [Ca2+]n d'une CEEG et d'une 
CEED isolées des cœurs foetaux humains âgés de 20 semaines en présence de 
l'antagoniste, le ABT-627 (10"7M). En présence du ABT-627 (10-7M), l'ajout d'ET-1 
(10-10M) augmente le [Ca2+]n au niveau des CEEGs et des CEEDs. (C et F) 
Délimitation du noyau à l'aide du marqueur des acides nucléiques, le Syto-11. 
L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de la sonde 
Ca2+/Fluo-3, allant de 0 à 255. L'échelle de mesure en blanc est en µm. A et D sont 





complètement le récepteur ETA (WU-WONG et al., 2002). Comme l'illustre la 
figure 15, le ABT-627 ne prévient pas l'augmentation soutenue du [Ca2+]0 induite par 
l'ET-1 cytosolique (lo-10M) au niveau des CEEGs et des CEEDs (panneaux B et E). 
Les panneaux A et B de la figure 16 montrent la moyenne des mesures des niveaux de 
[Ca2+]n des CEEGs (n=5) et des CEEDs (n=6). Pour les CEEGs, et comme l'indique 
la figure 16 A, en présence de ABT-627 (10-7M), le niveau de [Ca2+]n est de 24.12 ± 
3.54 (n=5). L'addition subséquente d'ET-1 (10-10M) induit une augmentation 
significative du niveau du [Ca2+]n (35.92 ± l.82; p< 0.01; n=5). Pour les CEEDs, 
comme on peut le remarquer dans la figure 16 B, en présence de ABT-627 (10-7M), le 
niveau de [Ca2+]n est de 23.54 ± 4.14 (n=6). L'ajout subséquent d'ET-1 (10-10M) 
induit une augmentation significative du [Ca2+]n (41.68 ± 6.15; p<0.01; n=6). Ces 
résultats suggèrent que le récepteur ETA n'est pas impliqué dans la réponse calcique 
nucléaire soutenue induite par l'ET-1 cytosolique au niveau des CEEGs et des 
CEEDs. 
3.2.2 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur ET8 , le A-192621, sur 
l'augmentation du [Ca2+]n induite par l'ET-1 cytosolique dans les CEEs à 
membrane plasmique perforée 
Afin d'étudier le rôle du récepteur ET8 dans la réponse calcique nucléaire induite par 
l'ET-1 cytosolique dans les CEEGs et CEEDs à membrane plasmique perforée, nous 
avons utilisé le bloqueur A-192621 connu pour être un antagoniste non-peptidique du 
récepteur ET8 (WU-WONG et al., 2002). La concentration d'ET-1 
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Figure 16 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur ETA, le ABT-627, sur 
l'augmentation du [Ca2+]n induite par l'ET-1 cytosolique dans les CEEs à 
membrane plasmique perforée 
Ces histogrammes représentent la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca2+] 
nucléaire dans les CEEGs (A) et les CEEDs (B) isolées de cœurs foetaux humains 
âgés de 20 semaines dont la membrane plasmique a été perforée à l'ionomycine. En 
~résence de l'antagoniste du récepteur ETA, le ABT-627 (10"7M), l'ajout d'ET-1 (10" 
0M) induit une augmentation significative du [Ca2+]n au niveau des CEEGs et des 
CEEDs. Les valeurs sont représentées comme moyenne ± erreur standard de la 
moyenne. Pour les mesures du calcium en 3D, les valeurs de l'intensité de 
fluorescence calcique nucléaire sont obtenues à partir de cellules reconstruites en 3D, 
suite à l'enregistrement d'images optiques sériées. «n» est le nombre de cellules de 5 
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choisie pour effectuer ces expériences est de 10-10M, une concentration physiologique 
qui est équivalente à l'EC50 des CEEDs intactes et qui est très près de l'EC50 des 
CEEGs intactes. Il est à noter que cette concentration est capable d'induire une 
augmentation statistiquement significative mais non saturante du calcium 
intracellulaire. 
La figure 17 montre un exemple typique du niveau de [Ca2+]n des CEEGs 
(panneaux A et B) et des CEEDs (D et E) à membrane plasmique perforée. À la fin de 
chaque expérience, le noyau des cellules est marqué par la sonde des acides 
nucléiques, le Syto-11 (panneaux C et F) afin de confirmer l'attribution de la réponse 
calcique au niveau nucléaire. Les CEEGs et les CEEDs sont incubées pendant 15 
minutes en présence de 10-7M de A-192621, une concentration connue pour bloquer 
complètement le récepteur ETB (WU-WONG et al., 2002). Comme le montre la 
figure 17, le A-192621 prévient l'augmentation soutenue du [Ca2+]n induite par l'ET-1 
cytosolique (10-10M) au niveau des CEEGs et des CEEDs (panneaux B et E). Les 
panneaux A et B de la figure 18 montrent la moyenne des mesures des niveaux de 
[Ca2+]n des CEEGs (n=9) et des CEEDs (n=7). Pour les CEEGs, et comme l'indique 
la figure 18 A, en présence de A-192621 10-1M, le niveau de [Ca2+]n est de 18.09 ± 
3.30 (n=9). L'ajout subséquent d'ET-1 (10-10M) n'affecte pas le niveau de [Ca2+]n 
(24.60 ± 5.23; n=9). Pour les CEEDs et comme on peut le remarquer dans la figure 
18 B, en présence de A-192621 (10-7M) le niveau de [Ca2+]n est de 21.92 ± 2.70; 
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Figure 17 Expérience représentative de l'effet préventif de l'antagoniste du 
récepteur ETB, le A-192621, sur l'augmentation du [Ca2+]n induite par l'ET-1 
cytosolique dans les CEEs à membrane plasmique perforée 
Les panneaux (A) et (D) représentent les niveaux de [Ca2+]n d'une CEEG et d'une 
CEED isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines en présence de A-
192621 (10"7M). En présence de A-192621 (10"7M), l'ajout d'ET-1 (10-10M) n'affecte 
pas le niveau de [Ca2+]n des CEEGs et des CEEDs (B et E). (C et F) Délimitation du 
noyau à l'aide du marqueur des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de 
pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de la sonde Ca2+/Fluo-3, allant de 
0 à 255. L'échelle de mesure en blanc est en µm. A et D sont deux cellules 





Figure 18 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur ET8 , le A-192621 sur 
l'augmentation du [Ca2+) 0 induite par l'ET-1 cytosolique dans les CEEs à 
membrane plasmique perforée 
Ces histogrammes représentent la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca2+] 
nucléaire dans les CEEGs (A) et les CEEDs (B) isolées de cœurs foetaux humains 
âgés de 20 semaines dont la membrane plasmique a été perforée à l'ionomycine. En 
ffésence de l'antagoniste du récepteur ETs, le A-192621 (10-7M), l'ajout d'ET-1 (10-
0M) n'a pas induit une augmentation significative du [Ca2+]n au niveau des CEEGs et 
des CEEDs. Les valeurs sont représentées comme moyenne ± erreur standard de la 
moyenne. Pour les mesures du calcium en 3D, les valeurs de l'intensité de 
fluorescence calcique nucléaire sont obtenues à partir de cellules reconstruites en 30, 
suite à l'enregistrement d'images optiques sériées. «n>> est le nombre de cellules de 9 
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(n=7). L'ajout subséquent d'ET-1 (10"10M) n'affecte pas le niveau de [Ca2+]n (28.38 ± 
3.90; n=7). 
Ces résultats suggèrent que le récepteur ET 8 est impliqué dans la réponse calcique 
nucléaire soutenue induite par l 'ET-1 cytosolique au niveau des CEEGs et des 
CEEDs. 
3.3 L'ET-1 induit la mobilisation de ses récepteurs dans les CEEGs et les CEEDs 
Jacques et al. en 2000 a démontré que l'ET-1 extracellulaire pouvait induire une 
augmentation soutenue du [Ca2+]c et du [Ca2+]n dans les CEEs et ce, principalement 
via l'activation du récepteur ETA (JACQUES et al., 2000a). De plus, ce groupe a 
démontré par immunofluorescence indirecte que les récepteurs ETA sont distribués de 
façon homogène au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et du noyau des 
CEEGs et des CEEDs. Les récepteurs ET B sont aussi présents au niveau de la 
membrane plasmique et du cytosol. Cependant, ils se retrouvent de façon 
prédominante au niveau du noyau des deux types cellulaires et plus particulièrement 
au niveau des CEEGs (JACQUES et al., 2005). De plus, il semble que seulement les 
récepteurs ETB sont impliqués dans la réponse calcique nucléaire induite par l'ET-1 
cytosolique. 
Dans cette deuxième partie des résultats, nous avons voulu vérifier si l 'ET-1 
extracellulaire induit la mobilisation des récepteurs ET A et/ou ET a présents au niveau 
100 
de la membrane plasmique comme c'est le cas pour la majorité des récepteurs couplés 
aux protéines G. De plus, nous allons vérifier si l'activation des récepteurs ETA et/ou 
ET s induit une synthèse de novo et/ou une dégradation des récepteurs et/ou une 
translocation de ceux-ci au niveau du noyau des CEEGs et CEEDs, comme il a été 
démontré pour les récepteurs AT1 de l' Ang II (BKAIL Y et al., 2003b) et pour les 
récepteurs ETA et ET B au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire humain 
(CHOUF ANI, 2002). 
3.3.1 Effet de l'ET-1 extracellulaire sur la mobilisation du récepteur ETA dans 
les CEEGs et les CEEDs 
Dans cette série d'expériences, les CEEGs et les CEEDs ont été traitées avec 
l'ET-1 10·10M (une concentration qui induit une augmentation significative du [Ca2+] 
intracellulaire) pendant 1, 2, 5, 7, 10, 15, 20 et 30 minutes afin de vérifier si l'ET-1 
extracellulaire stimule la mobilisation du récepteur ETA. Pour étudier ce phénomène, 
nous avons utilisé la technique d'immunofluorescence indirecte combinée à la 
microscopie confocale en 3D. Ces deux méthodes utilisées simultanément permettent 
de visualiser de façon claire et précise la localisation des récepteurs dans nos cellules 
intactes. 
La figure 19 (panneaux A et B) montre la compilation des résultats obtenus 
pour les CEEGs et les CEEDs respectivement. La figure 19 A montre qu'après 1 min 
de traitement avec l'ET-1 (10-10M), les niveaux du récepteur ETA restent près des 
valeurs contrôles dans les CEEGs (0 min: cytosol: 6.78 ± 0.54; noyau: 5.12 ± 0.62, 
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Figure 19 Effet de l'ET-1 extracellulaire sur la mobilisation du récepteur 
ETA dans les CEEGs et les CEEDs 
Graphiques montrant la densité relative des récepteurs ETA au niveau du cytosol et du 
noyau des CEEGs et des CEEDs suite au traitement à l'ET-1 10"10M. (A) Au niveau 
des CEEGs, le traitement à l'ET-1 (10-10M) pour 2 min induit une augmentation 
hautement significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du 
cytosol et du noyau par rapport au contrôle. Cette augmentation demeure hautement 
significative au niveau du noyau après 5 min de traitement alors qu'elle diminue dans 
le cytosol à des valeurs près du niveau contrôle. Après 7 min de traitement, l'ET-1 
induit une augmentation significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA 
au niveau du cytosol tandis que les niveaux du récepteur ETA au niveau du noyau 
retournent près des valeurs contrôles. Après 10 min et jusqu'à 30 min de traitement, 
l'intensité de fluorescence des récepteurs ETA au niveau des deux compartiments 
cellulaires retourne près des valeurs contrôles. (B) Au niveau des CEEDs, un 
traitement avec l'ET-1 (10"10M) pour 1 min induit une diminution significative de 
l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du cytosol par rapport au 
contrôle et une augmentation significative du récepteur au niveau du noyau. Après 5 
et 7 min, il y a une diminution significative des niveaux du récepteur au niveau du 
noyau tandis que les niveaux du récepteur ETA dans le cytosol retournent vers des 
valeurs près du contrôle. Après 10 min, les niveaux atteignent des valeurs similaires 
dans les deux compartiments tandis qu'après 15 min, la densité des récepteurs ETA 
diminue dans le cytosol et le noyau. Après 30 min de traitement à l'ET-1, il y a une 
augmentation significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau 
du cytosol et du noyau. *:comparaison au contrôle; * p<0.05, **p<0.01, *** 
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n=12; 1 min : cytosol : 8.14 ± 0.60; noyau : 10.74 ± 1.29, n=6). Suite à un traitement 
de 2 min avec l'ET-1 10-10M, il y a une augmentation hautement significative de 
l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du cytosol et du noyau par 
rapport au contrôle (2 min: cytosol: 17.90 ± 1.24; noyau: 10.75 ± 1.29, n=6, 
p<0.001). Après 5 min de traitement, cette augmentation reste hautement significative 
par rapport au contrôle mais seulement au niveau nucléaire tandis que l'intensité de 
fluorescence du récepteur ETA au niveau du cytosol retourne près des valeurs 
contrôles (5 min: cytosol: 9.10 ± 2.09; noyau: 19.44 ± 1.21, n=lO, p<0.001). Après 
7 min de traitement à l'ET-1, l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau 
du noyau retourne à des valeurs près du contrôle tandis qu'il y a une augmentation 
hautement significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du 
cytosol par rapport au niveau contrôle (7 min: cytosol: 10.52 ± 0.77, p<0.001; 
noyau: 6.44 ± 0.65, n=lO). À partir de 10 min et jusqu'à 30 min de traitement, les 
valeurs d'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du cytosol et du noyau 
retournent près des valeurs contrôles (10 min: cytosol: 6.95 ± 0.63; noyau: 6.60 ± 
0.91, n=lO; 15 min: cytosol: 8.39 ± 0.92; noyau: 7.82 ± 1.32, n=6; 20 min: cytosol: 
7.54 ± 1.14; noyau: 7.02 ± 0.92, n=ll; 30 min: cytosol: 6.00 ± 0.64; noyau: 6.43 ± 
1.25, n=IO). 
Contrairement à ce qui a été observé pour les CEEGs (figure 19A), la 
cinétique de mobilisation du récepteur ETA au niveau des CEEDs (figure 19B) semble 
être différente. Après 1 minute de traitement à l'ET-1 10-10M, l'intensité de 
fluorescence du récepteur ETA diminue de façon significative dans le cytosol tandis 
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qu'elle augmente significativement au niveau du noyau, et ce, par rapport au contrôle 
(0 min: cytosol: 6.41±0.51; noyau: 5.72 ± 0.69, n=9; 1 min: cytosol: 4.03 ± 0.29, 
n=3, p<0.05; noyau : 8.54 ± 0.39, n=3, p<0.05). Après 2 min de traitement, il y a une 
diminution graduelle de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du 
noyau, et ce, jusqu'à 7 minutes de traitement (2 min: cytosol: 5.35 ± 0.57, n=6; 
noyau: 6.48 ± 0.70, n=6; 5 min: cytosol: 7.22 ± 0.61, n=6; noyau: 4.01±0.50, n=6, 
p<0.05; 7 min: cytosol: 6.19 ± 0.59, n=5; noyau: 3.42 ± 0.63, n=3, p<0.05). Après 
10 min de traitement, les niveaux du récepteur ET A sont similaires au niveau des deux 
compartiments (10 min: cytosol: 5.06 ± 0.52, n=7; noyau: 4.94 ± 0.54, n=6) tandis 
qu'après 15 min, ceux-ci diminuent dans le cytosol et le noyau (15 min: cytosol: 
3.68 ± 0.38, n=6, p<0.01; noyau: 3.54 ± 0.61, n=6, p<0.05). Par la suite, il y a une 
augmentation graduelle de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau du 
cytosol et du noyau qui atteint un maximum à 30 minutes (20 min: cytosol: 5.58 ± 
0.91; noyau: 6.03 ± 0.38, n=3; 30 min: cytosol: 9.92 ± 0.60, n=5, p<0.001; noyau: 
9.03 ± 0.40, n=3, p<0.05). 
3.3.2 Effet de la cycloheximide sur la densité des récepteurs ETA dans les 
CEEGs et CEEDs prétraitées à l'ET-1 
Dans cette série d'expériences, nous avons voulu vérifier si l'augmentation de 
la densité relative du récepteur ETA induite par l'ET-1 représente une synthèse de 
novo de ce récepteur. Afin d'étudier ce phénomène, nous avons utilisé la technique 
d'immunofluorescence indirecte combinée à la microscopie confocale en 30 ainsi 
105 
qu'un inhibiteur de synthèse protéique, la cycloheximide (10 µg/ml), qui a été ajoutée 
30 min avant l'ajout d'ET-1 10·10M. 
La figure 20 montre la compilation des résultats obtenus aux niveaux du 
cytosol (20A) et du noyau (20B) des CEEGs tandis que les panneaux C et D montrent 
les résultats obtenus pour le cytosol et le noyau au niveau des CEEDs, respectivement. 
Nous pouvons constater dans la figure 20A que l'ET-1 c10·10M) induit une 
augmentation significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au niveau 
du cytosol après 2 et 7 min de traitement. L'ajout de cycloheximide diminue de 37% 
et de 41 % cette augmentation, respectivement (2 min : sans cyclo : 17 .90 ± 1.24, n=3; 
avec cyclo: 13.74 ± 0.69, n=6, p<0.05; 7 min: sans cyclo: 10.52 ± 0.77, n=IO; avec 
cyclo : 6.33 ± 1.67, n=4, p<0.05). La figure 20B montre l'augmentation de la densité 
relative du récepteur ETA au niveau du noyau des CEEGs traitées à l'ET-1 pendant 2 
et 5 minutes. L'ajout de cycloheximide diminue de 34% et de 68% l'intensité de 
fluorescence du récepteur ETA respectivement (2 min: sans cyclo: 10.74 ± 1.29, n=6; 
avec cyclo: 5.85 ± 1.49, n=6, p<0.05; 5 min: sans cyclo: 19.44 ± 1.21, n=3; avec 
cyclo: 9.67 ± 0.24, n=5, p<0.001). 
Ces résultats suggèrent qu'au niveau des CEEGs, l'augmentation de l'intensité 
de fluorescence du récepteur ETA au niveau du cytosol après 2 et 7 min ainsi qu'au 
niveau du noyau après 2 et 5 minutes de traitement à l'ET-1 (10"10M) est due à une 
synthèse protéique de novo du récepteur ETA. 
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Figure 20 Effet de la cycloheximide sur la densité relative du récepteur ETA 
dans les CEEGs et CEEDs traitées à l'ET-1 
(A) CEEGs (cytosol): L'ET-1 (I0-10M) induit une augmentation de l'intensité de 
fluorescence du récepteur ETA après 2 et 7 minutes de traitement qui est diminuée de 
façon significative par la cycloheximide (10 µg/ml). (B) CEEGs (noyau): Une 
augmentation de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA est observée suite au 
traitement à l 'ET-1 après 2 et 5 minutes; augmentations qui sont diminuées de façon 
significative par la cycloheximide. (C) CEEDs (cytosol): Le traitement à l'ET-1 10-
10M pendant 30 min induit une augmentation de l'intensité de fluorescence du 
récepteur ETA qui est diminuée de façon significative par la cycloheximide. (D) 
CEEDs (noyau): L'ET-1 10·10M induit une augmentation de l'intensité de 
fluorescence du récepteur ETA près des valeurs contrôles après 20 min de traitement 
et l'ajout de la cycloheximide bloque cette augmentation. Après 30 min de traitement 
à l'ET-1, une augmentation significative des niveaux du récepteur qui est inhibée de 
façon significative par la cycloheximide. Les valeurs sont présentées comme 
pourcentage d'augmentation ou de diminution par rapport au contrôle. *: 
comparaison au contrôle; # : comparaison au traitement sans cycloheximide. * 
p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001; # p<0.05, # # p<0.01, # # # p<0.001. « n »est le 
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Nous pouvons constater dans la figure 20C qu'au niveau des CEEDs, l'ET-1 
(10"10M) induit une augmentation de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA au 
niveau du cytosol après 30 minutes de traitement et que l'ajout de cycloheximide 
diminue de 56% les niveaux du récepteur ETA (30 min: cytosol sans cyclo: 9.92 ± 
0.60, n=5; avec cyclo: 7.98 ± 0.60, n=5, p<0.05). La figure 200 montre qu'il y a une 
diminution progressive des niveaux du récepteur ETA au niveau du noyau qui atteint 
un maximum après 1 S min de traitement. Par la suite, il y a une augmentation 
progressive de l'intensité de fluorescence du récepteur ETA à des niveaux près du 
contrôle à 20 min et à des niveaux significativement plus élevés à 30 min. L'ajout de 
cycloheximide diminue de 78% et de 137% ces augmentations au niveau basal à 20 
min et à des niveaux significativement plus élevés à 30 min (15 min: noyau sans 
cyclo: 3.54 ± 0.61, n=6; avec cyclo: 4.21 ± 0.99, n=S; 20 min: noyau sans cyclo: 
6.03 ± 0.38, n=3, avec cyclo : 3.43 ± 0.45, n=5, p<0.05; 30 min : noyau sans cyclo : 
9.03 ± 0.39, n=3; avec cyclo: 4.46 ± 0.67, n=4, p<0.001). 
Ces résultats suggèrent que l'augmentation de la densité relative du récepteur 
ET A après 30 minutes au niveau du cytosol et après 20 et 30 min au niveau du noyau 
des CEEDs est due à une synthèse de novo induite par l'ET-1. 
3.3.3 Effet de l'ET-1 extracellulaire sur la mobilisation du récepteur ETs dans 
les CEEGs et les CEEDs 
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Dans cette série d'expériences, les CEEGs et les CEEDs ont été traitées à 
l'ET-1 10-10M pendant 1, 2, 5, 7, 10, 15, 20 et 30 minutes afin de vérifier si l'ET-1 
extracellulaire stimule la mobilisation du récepteur ET 8 . Pour étudier ce phénomène, 
nous avons utilisé la technique d'immunofluorescence indirecte combinée à la 
microscopie confocale en 3D. 
Les figures 21 A et B montrent la compilation des résultats obtenus pour les 
CEEGs et CEEDs, respectivement. La figure 21A montre qu'en condition contrôle 
(cellule non-traitée) et après 1 min de traitement avec l'ET-1 10-10M, les niveaux du 
récepteur ET s restent près des valeurs contrôles au niveau du cytosol et du noyau des 
CEEGs (0 min: cytosol: 15.09 ± 1.69; noyau: 43.09 ± 6.04, n=23; 1 min: cytosol: 
21.49 ± 3.01, n=5; noyau: 42.26 ± 6.58, n=5). Après 1 et 2 min de traitement, il y a 
une augmentation significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 au 
niveau du cytosol et du noyau respectivement (1 min: cytosol: 21.49 ± 3.01, n=S; 2 
min: noyau: 73.29 ± 5.20, n=5, p<0.01). Par la suite, les niveaux du récepteur ET8 
retournent près des valeurs contrôles (noyau: 5 min: 42.84 ± 1.29, n=7; 7 min: 50.37 
± 5.91, n=8; 10 min: 54.99 ± 6.14, n=16; 15 min: 39.22 ± 2.06, n=4; 20 min: 47.39 
± 5.44, n=l 1). Au niveau du cytosol, les valeurs d'intensité de fluorescence du 
récepteur ET8 sont près du niveau contrôle (2 min: 15.87 ± 2.99, n=lO; 5 min: 14.36 
± 2.97, n=6; 7 min: 15.86 ± 2.99, n=lO). Après 10 min de traitement à l'ET-1, il y a 
augmentation de l'intensité de fluorescence du récepteur ETs suivie d'une diminution 
à 15 min (cytosol: 10 min: 20.68 ± 2.94, n=l6, p<0.05; 15 min: 7.38 ± 0.56, n=4, 
p<0.05). Après 30 min de traitement, il y a augmentation des niveaux du récepteur 
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Figure 21 Effet de l'ET-1 extracellulaire sur la mobilisation du récepteur 
ETs dans les CEEGs et les CEEDs 
Graphiques montrant la densité relative des récepteurs ET 8 au niveau du cytosol et du 
noyau des CEEOs et des CEEDs suite au traitement à l'ET-1 10·10M. (A) Au niveau 
des CEEGs, un traitement à l'ET-1 (10-10M) pendant 2 min induit une augmentation 
significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 au niveau du noyau par 
rapport au contrôle. Par la suite, les niveaux du récepteur ET 8 retournent près des 
valeurs contrôles. Après 10 min de traitement, une augmentation significative de 
l'intensité de fluorescence du récepteur ETs est observée au niveau du cytosol; 
augmentation qui est sqivie par une diminution significative après 15 min. Après 30 
min de traitement à l'ET-1, une augmentation significative de l'intensité de 
fluorescence du récepteur ET 8 est observée au niveau des deux compartiments. (B) 
Au niveau des CEEDs, un traitement avec l'ET-1 (10·10M) pendant 2 min induit une 
diminution significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 dans le noyau 
et dans les 2 compartiments après 5 min, 7 min et 10 min de traitement (seulement au 
niveau du noyau). Après 15 min et 20 min, l'intensité de fluorescence du récepteur 
ETs retourne vers des valeurs contrôles. Après 30 min de traitement à l'ET-1, une 
diminution significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 est observée 
au niveau du noyau par rapport au contrôle. Les valeurs sont présentées comme 
moyennes± erreur standard de la moyenne. *: comparaison au contrôle, * p<0.05, 
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ET s au niveau du cytosol et du noyau des CEEGs (30 min : cytosol : 22.27 ± 2.88, 
n=15; noyau: 107.21±6.92, n=5). 
Contrairement à ce qui a été observé pour les CEEGs (figure 21A), la 
cinétique de mobilisation du récepteur ET 8 est différente au niveau des CEEDs 
(figure 21B). Au niveau des CEEDs, après 1 min de traitement avec l'ET-1 (10-10M), 
l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 au niveau du cytosol et du noyau est près 
des valeurs contrôles (0 min: cytosol: 8.01±0.92, n=21; noyau: 25.12 ± 2.51, n=12; 
1 min : cytosol : 9.43 ± 1.58, n=6; noyau : 22.54 ± 2.43, n=5). Après 2 min, il y a une 
diminution progressive de l'intensité de fluorescence du récepteur ETs au niveau du 
noyau et après 5 et 7 minutes dans les deux compartiments cellulaires (2 min : 
cytosol: 7.96 ± 1.16, n=3; noyau: 17.03 ± 1.43, n=13, p<0.01; 5 min: cytosol: 4.22 
± 1.12, n=6, p<0.05; noyau: 14.62 ± 1.91, n=3, p<0.05; 7 min: cytosol: 4.12 ± 0.76, 
n=6, p<0.05; noyau: 14.22 ± 1.69, n=7, p<0.01). Après 10 minutes, il y a diminution 
des niveaux du récepteur ET 8 au niveau du noyau; les niveaux du récepteur ET 8 dans 
le cytosol retournant près des valeurs contrôles (10 min: cytosol: 7.62 ± 1.41, n=8; 
noyau: 10 min: 16.68 ± 1.57, n=6, p<0.05). À partir de 15 minutes et jusqu'à 20 
minutes de traitement, les niveaux du récepteur ETs au niveau du cytosol et du noyau 
retournent près des valeurs contrôles (15 min: cytosol: 7.21 ± 0.86, n=5 ; noyau: 
20.21 ± 1.42, n=S; 20 min: cytosol: 7.30 ± 1.58, n=16; noyau: 20.84 ± 1.66, n=8). 
Après 30 min, il semble y avoir une légère diminution des niveaux du récepteur ET s 
seulement au niveau du noyau (30 min: cytosol: 8.36 ± 1.21, n=15; noyau: 18.89 ± 
1.35, n=7, p<0.05). 
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3.3.4 Effet de la cycloheximide sur la densité des récepteurs ET8 dans les 
CEEGs et CEEDs traitées à l'ET-1 
Comme nous l'avons fait pour le récepteur ETA, nous avons voulu vérifier si 
l'ET-1 induisait une synthèse de novo du récepteur ET8 . Afin d'étudier ce 
phénomène, nous avons utilisé la technique d'immunofluorescence indirecte 
combinée à la microscopie confocale en 3D ainsi qu'un inhibiteur de la synthèse 
protéique, la cycloheximide (10 µg/ml), qui a été ajouté 30 min avant l'ajout de l'ET-
1 10-10M. 
La figure 22 montre la compilation des résultats obtenus au niveau du cytosol (22A) 
et du noyau (22B) des CEEGs tandis que les panneaux C et D montrent les résultats 
obtenus au niveau du cytosol et du noyau des CEEDs. Nous pouvons constater dans 
la figure 22A que le traitement à l'ET-1 (10-10M) induit une augmentation 
significative de la densité du récepteur ETs après 1, 10 et 30 min de traitement. 
L'ajout de la cycloheximide diminue seulement de 75% l'augmentation à 30 min (30 
min: cytosol sans cyclo: 22.27 ± 2.88, n=15; cytosol avec cyclo: 15.52 ± 1.33, n=lO, 
p<0.05). La figure 22B montre que la cycloheximide diminue de 27% et de 83% 
l'augmentation de l'intensité de fluorescence du récepteur 
ET8 après 2 et 30 min (2 min: noyau sans cyclo: 73.30 ± 5.20, n=5; noyau avec 
cyclo: 56.08 ± 4.22, n=4, p<0.05; 30 min: noyau sans cyclo: 107.21 ± 6.92, n=5; 
noyau avec cyclo: 54.63 ± 5.10, n=lO, p<0.001). De plus, la cycloheximide diminue 
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Figure 22 Effet de la cycloheximide sur la densité relative du récepteur ETn 
dans les CEEGs et CEEDs prétraitées à l'ET-1 
(A) CEEGs (cytosol): L'ET-1 10-10M induit une augmentation significative de 
l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 après 1, 10 et 30 minutes de traitement. 
Cependant, la cycloheximide diminue l'intensité de fluorescence du récepteur ET 8 
seulement à 30 min. (B) CEEGs (noyau): L'ET-1 (10-10M) induit une augmentation 
significative de l'intensité de fluorescence du récepteur ET8 après 2 et 30 minutes de 
traitement. La cycloheximide diminue de façon significative ces deux augmentations 
ainsi que l'augmentation à 20 min. (C) CEEDs (cytosol): L'ET-1 (10-10M) induit une 
diminution progressive de la densité des récepteurs ET8 jusqu'à 7 min de traitement. 
Par la suite, il y a réaugmentation des niveaux du récepteur ET 8 près des valeurs 
contrôles et ce jusqu'à 30 min. L'ajout de cycloheximide diminue l'intensité de 
fluorescence du récepteur ETB après 1 et 30 min de traitement. (D) CEEDs (noyau) : 
Le traitement à l'ET-1 (10-10M) induit une diminution progressive de l'intensité de 
fluorescence du récepteur ET 8 qui atteint un maximum après 7 min. Par la suite, il y a 
augmentation des niveaux du récepteur ET8 et ce jusqu'à 20 min. Après 30 min, il 
semble y avoir une légère diminution de la densité du récepteur ET8 . L'ajout de 
cycloheximide diminue de façon significative les niveaux du récepteur ET B après 1 et 
20 min de traitement. Les valeurs sont présentées comme pourcentage d'augmentation 
ou de diminution par rapport au contrôle. *: comparaison au contrôle; #: 
comparaison au traitement sans cycloheximide.* p<0.05, **p<0.01, *** 
p<0.001; # p<0.05, # # p<0.01, # # # p<0.001. « n »est le nombre de cellules,« N » 
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de 50% le début de l'augmentation des niveaux du récepteur ET8 après 20 min (20 
min: noyau sans cyclo: 47.39 ± 5.44, n=ll; noyau avec cyclo: 14.49 ± 2.26, n=3, 
p<0.01). 
Ces résultats suggèrent qu'au niveau des CEEGs, l'ET-1 10·10M induit une 
synthèse de novo du récepteur ET a dans le noyau après 2 minutes et dans les deux 
compartiments après 30 minutes. De plus, au niveau du noyau, il semble y avoir une 
synthèse de novo afin d'augmenter les niveaux du récepteur ET8 près des valeurs 
contrôles après 20 minutes de traitement avec l'ET-1. 
La figure 22 (panneaux C et D) montre qu'au niveau des CEEDs, la 
cycloheximide diminue de 80% et de 270% l'intensité de fluorescence du récepteur 
ET a dans les compartiments cytosolique et nucléaire respectivement après 1 minute 
de traitement avec l'ET-1 (1 min: cytosol sans cyclo: 9.43 ± 1.58, n=6; cytosol avec 
cyclo: 3.93 ± 0.97, n=IO, p<0.01; noyau sans cyclo: 22.54 ± 2.43, n=5; noyau avec 
cyclo: 13.57 ± 1.42, n=9, p<0.01). Nous pouvons aussi voir dans la figure 22C que la 
cycloheximide diminue de 115% la densité relative du récepteur ET 8 après 30 min de 
traitement avec l'ET-1 (30 min: cytosol sans cyclo: 8.36 ± 1.21, n=15; 0.36 ± 1.87, 
n=7, p<0.001). La figure 22D montre également que la cycloheximide diminue de 
147% les niveaux du récepteur ET8 au niveau du noyau et ce seulement après 20 min 
de traitement (20 min : noyau sans cyclo : 20.84 ± 1.66, n=8; noyau avec cyclo : 
15.97 ± 1.73, n=IO, p<0.05). 
117 
Ces résultats suggèrent qu'au niveau des CEEDs, les niveaux du récepteur ET B 
induits par l'ET-1 10-10M après 1 minute de traitement au niveau du cytosol et du 
noyau sont dus à une synthèse de novo du récepteur, ce qui a pour effet d'aggraver le 
phénomène probable de dégradation qui est observé ( cytosol et noyau sans cyclo ). Au 
niveau du cytosol, il semble y avoir une synthèse de novo après 30 min de traitement 
avec l'ET-1 car la cycloheximide bloque cet effet. De plus, au niveau du noyau, il 
semble aussi y avoir synthèse de novo qui atteint un maximum après 20 min de 
traitement avec l'ET-1. 
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IV-DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
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L'endothélium endocardique (EE) joue un rôle important dans la fonction 
cardiaque non seulement comme une barrière séparant le sang des cardiomyocytes 
mais surtout comme un système autocrine et paracrine qui participe à la fonction 
cardiaque normale ainsi qu'à la dérégulation de la contractilité et la survie des 
myocytes (revue par BRUTSAERT, 2003). Comme l'endothélium vasculaire, l'EE 
semble sécréter plusieurs facteurs endothéliaux comme l'ET-1 (MEBAZAA et al., 
1993a) et le NO (SHAH, 1996; ANDRIES et al., 1998). De plus, il a été récemment 
rapporté que les cellules endothéliales endocardiques (CEEs) pouvaient sécréter le 
NPY (JACQUES et al., 2003b). Notre laboratoire a toutefois démontré que seules les 
CEEDs ont la capacité de sécréter le NPY en réponse à une dépolarisation soutenue 
induite par le KCl; les CEEGs étant dépourvues de cette activité sécrétrice du NPY 
(JACQUES et al., 2003b; SADER, 2002). Ceci a suggéré qu'une différence 
fonctionnelle est présente entre les CEEGs et les CEEDs. De plus, récemment notre 
groupe a pu démontrer que le peptide cardioactif ET-1 induit une augmentation 
soutenue calcique cytosolique et nucléaire qui est relayée principalement via 
l'activation des récepteurs ETA de la membrane plasmique des CEEGs et des CEEDs 
(JACQUES et al., 2000a). Par contre, les valeurs de EC50 pour l'effet de l'ET-1 
extracellulaire au niveau des CEEGs par rapport aux CEEDs sont différentes 
(CEEGs: -10-11M et CEEDs: -10-10M) (JACQUES et al., 2000a). Bien que l'effet 
de l'ET-1 extracellulaire est relayé principalement par les récepteurs ETA de la 
membrane de surface, la densité des récepteurs ET B est très élevée au niveau nucléaire 
et le rôle de ce type de récepteur dans la régulation directe de l'homéostasie nucléaire 
des CEEGs et des CEEDs est inconnu (JACQUES et al., 2005). Dans ce travail de 
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maîtrise, nous avons pu démontrer que l'ET-1 cytosolique est capable de moduler 
l'homéostasie calcique nucléaire. Ces résultats confirment que comme dans les 
cellules du muscle lisse vasculaire humain (BKAIL Y et al., 2000; CHOUF ANI, 2002) 
et dans les cardiomyocytes d'embryons de poulet (BKAILY et al., 2002), les 
récepteurs à l'ET-1 présents au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire des 
CEEGs et des CEEDs sont fonctionnels. Par contre, nos résultats ont montré que les 
récepteurs présents au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEGs 
sont plus sensibles à l'ET-1 que ceux présents au niveau des CEEDs (CEEGs: Noyau 
(perforé), ECso = 1.243 x 10-14M; CEEDs: Noyau (perforé), EC50 = 5.039 x 10-11M). 
De plus, nos résultats montrent clairement qu'à l'opposé de l'effet de l'ET-1 
sur le Ca2+ cytosolique, l'effet de l'ET-1 sur le Ca2+ nucléaire des CEEs est relayé via 
l'activation des récepteurs ETs des membranes de l'enveloppe nucléaire. Donc, 
comme il a été proposé pour les cellules du muscle lisse vasculaire humain, 
l'augmentation du calcium nucléaire induite suite à l'activation des récepteurs à l'ET-
1 de la membrane plasmique est due à l'augmentation de Ca2+ cytosolique ainsi qu'à 
l'activation des récepteurs à l'ET-1 des membranes de l'enveloppe nucléaire. Il a été 
aussi proposé que la différence de sensibilité des récepteurs de l'ET-1 de la membrane 
plasmique par rapport à ceux des membranes nucléaires pourrait être due en partie à la 
différence de composition de ces deux types de membrane (BKAIL Y et al., 2006). 
Par contre, nos résultats semblent indiquer aussi que cette différence de sensibilité à 
l'ET-1 peut être due en partie à la présence au niveau des membranes de l'enveloppe 
nucléaire d'un type de récepteur à l'ET-1 qui est différent de celui de la membrane 
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plasmique. De plus, cette sensibilité peut aussi être influencée par la densité du 
récepteur qui semble être plus importante au niveau nucléaire en ce qui concerne le 
récepteur ETs (JACQUES et al., 2005). Puisque l'effet de l'ET-1 sur le niveau de 
calcium libre des noyaux des CEEGs et des CEEDs est relayé via l'activation des 
récepteurs ET B et que la densité du récepteur ET B nucléaire est plus élevée dans les 
noyaux des CEEGs par rapport aux noyaux des CEEDs, il est donc possible de 
postuler que la haute sensibilité des CEEGs à l'ET-1 est surtout due à la haute densité 
des récepteurs ETB et non seulement à sa présence au niveau des membranes de 
l'enveloppe nucléaire. La différence de sensibilité à l'ET-1 des CEEGs et des CEEDs 
confirme davantage qu'une différence existe entre ces deux types d'endothélium non 
seulement au niveau de la membrane plasmique et ses propriétés sécrétrices 
(JACQUES et al., 2003b; 2005) mais aussi au niveau des membranes de l'enveloppe 
nucléaire. 
Il est maintenant accepté que l'activation de certains récepteurs couplés aux 
protéines G de la membrane plasmique induit leur internalisation ainsi que leur 
translocation nucléaire (BKAIL Y et al., 2003b; BREMNES et al., 2000; CHOUF ANI, 
2002; P AASCHE et al., 2001 ). Ce processus de trafic de récepteur est très souvent 
accompagné par une synthèse de novo au niveau cytosolique et nucléaire (BKAIL Y et 
al., 2003b; OKSCHE et al., 2000). Nos résultats ont montré que l'activation des 
récepteurs ET A de la membrane plasmique des CEEGs et des CEEDs induit leur 
mobilisation transcellulaire mais que le profil de mobilisation de ce type de récepteur 
est différent au niveau des CEEGs par rapport aux CEEDs. Plus précisément, la 
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mobilisation des récepteurs ETA dans les CEEDs se manifeste au début et d'une façon 
simultanée par une diminution cytosolique (incluant la membrane plasmique) 
accompagnée par une augmentation au niveau nucléaire. Ce phénomène est par la 
suite suivi d'un retour au niveau basal qui se termine par une diminution nucléaire 
accompagnée d'une augmentation cytosolique. Cette diminution dans un 
compartiment qui est accompagnée de façon simultanée par une augmentation dans 
l'autre compartiment suggère que l'augmentation nucléaire est due à une translocation 
nucléaire des récepteurs intemalisés dans le cytosol. Ce phénomène a été récemment 
décrit pour le récepteur AT1 del' Ang II (BKAILY et al., 2003b). Il est à noter que la 
cinétique ainsi que le niveau du récepteur ETA suite à son activation par l'ET-1 n'est 
pas la même dans les CEEGs par rapport aux CEEDs. Ces résultats montrent 
clairement qu'à l'opposé des CEEDs, l'activation des récepteurs ETA de la membrane 
plasmique induit une augmentation rapide de ce type de récepteur au niveau 
cytosolique. Par la suite, cette augmentation est suivie par une augmentation des 
récepteurs ETA nucléoplasmiques. Cette différence dans la cinétique d'augmentation 
des récepteurs aux niveaux cytosolique et nucléaire peut être expliquée par une 
synthèse de novo cytosolique. De plus, l'augmentation du niveau des récepteurs ETA 
nucléaires est due en partie à la translocation nucléaire des récepteurs cytosoliques 
(BKAILY et al., 2003b). Il est aussi possible de postuler que l'augmentation rapide 
(2 ou 5 min) et transitoire des récepteurs ETA peut être aussi due en partie à 
l'accélération du processus de maturation des ARNm des récepteurs déjà présents au 
niveau du cytosol. Ce phénomène doit être vérifié dans le futur. 
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Nos résultats ont aussi démontré qu'un inhibiteur de la synthèse protéique, la 
cycloheximide, diminue l'amplitude des variations des récepteurs ETA au niveau des 
CEEGs et des CEEDs sans affecter la cinétique de variations de ce type de récepteur. 
Ces résultats démontrent clairement que l'augmentation du niveau du récepteur ETA 
cytosolique et nucléaire induite par l'ET-1 est due à une synthèse de novo. Il est à 
noter qu'une partie de l'augmentation des récepteurs ETA induite par l'ET-1 est 
insensible au traitement à la cycloheximide. Ces résultats suggèrent qu'une partie de 
la synthèse de novo est insensible à cet inhibiteur de synthèse protéique et/ou peut être 
due à la courte durée de traitement (30 min). Ces deux aspects doivent être vérifié 
dans le futur. 
Comme pour les récepteurs ETA, nos résultats montrent que l 'ET-1 induit aussi 
la mobilisation du récepteur ET s dans les CEEDs et les CEEGs. Cette mobilisation se 
traduit dans les CEEGs par une augmentation rapide suivie d'une période de 
diminution. Par la suite, il y a une augmentation du niveau de ce type de récepteur. 
Le profil et la cinétique de mobilisation des récepteurs ET s dans les CEEGs sont 
semblables à ce qui a été observé pour les récepteurs ETA au niveau du même type de 
CEEs. Ces résultats suggèrent que les phénomènes de mobilisation, de synthèse et de 
dégradation d'un récepteur suivent un profil bien déterminé indépendamment du type 
de récepteur. Il est à noter que comme pour le récepteur ETA des CEEDs, l'ET-1 
induit une diminution transitoire du récepteur ET 8 cytosolique et nucléaire qui est 
suivie par une période d'augmentation. Cette similarité des profils de mobilisation 
des récepteurs ET A et ET 8 dans les CEEDs suggère encore une fois que la cinétique et 
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que le profil d'internalisation, de dégradation et de synthèse de novo peuvent être les 
mêmes indépendamment du type de récepteur activé. De plus, nos résultats montrent 
que la cinétique et que le décours de mobilisation des récepteurs ETA et ET8 sont 
différents dans les CEEGs par rapport aux CEEDs. Ces résultats suggèrent que la 
cinétique et le décours de mobilisation du récepteur peuvent dépendre du type de 
cellules. Ces résultats suggèrent également que même s'il est possible de généraliser 
sur la mobilisation d'un récepteur dans un type de cellule donné, cette généralité ne 
peut pas être appliquée lorsqu'il s'agit d'un autre type de cellule. Cette différence 
entre deux types cellulaires peut s'expliquer par la différence dans la capacité de 
synthèse et de dégradation et le métabolisme d'un type de cellules par rapport à un 
autre. 
Comme pour les récepteurs ETA des CEEGs, l'augmentation des récepteurs 
ET8 induite par l'ET-1 diminue après un traitement avec un bloqueur de synthèse 
protéique, la cycloheximide. Par contre, dans les CEEDs, ce blocage de synthèse 
protéique accélère la diminution et bloque l'augmentation induite par l'ET-1 de ce 
type de récepteur. Ces résultats suggèrent aussi que l'augmentation des récepteurs 
ET 8 dans les CEEs est en bonne partie due à une synthèse de novo qui est insensible à 
un traitement de 30 min à la cycloheximide. Ces résultats montrent clairement que, 
comme pour le récepteur ETA, la cinétique et le décours de mobilisation ainsi que les 
changements de niveaux du récepteur ET 8 dépendent du type cellulaire; les CEEDs 
étant différentes des CEEGs. Cette différence suggère qu'il est important de ne pas 
considérer que les cellules endothéliales provenant des différentes localisations 
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anatomiques peuvent se comporter de la même façon. Il est donc important d'étudier 
un phénomène non seulement en utilisant des CEEGs mais aussi des CEEDs afin de 
mieux comprendre non seulement la fonction du cœur normal mais aussi le rôle de 
chaque type de cellule endothéliale endocardique joué dans certaines pathologies 
cardiaques et systémiques impliquant des facteurs relâchés par l'endothélium 
endocardique. De plus, nos résultats suggèrent que les CEEs qui se trouvent à deux 
endroits stratégiques de la circulation, soit l'entrée du sang artériel et la sortie du sang 
veineux, peuvent y jouer un rôle extrêmement important dans l'ajustement du niveau 
artériel et veineux de l'ET-1 circulant. Ces résultats suggèrent également qu'un mal 
fonctionnement de ce type de cellules peut grandement contribuer à des pathologies 
impliquant l 'ET-1 comme l'arythmie et l'hypertrophie cardiaque ainsi que 
l'hypertension artérielle. 
En perspective, il serait important de : 1) Confirmer la différence observée 
entre les récepteurs de la membrane plasmique et les récepteurs des membranes de 
l'enveloppe nucléaire en comparant leurs affinités à l'ET-1 par des études de 
radioliaison sur des noyaux isolés; 2) Confirmer les marquages des récepteurs ETA et 
ETB obtenus en immunofluorescence indirecte en effectuant des immunobuvardages 
de type western sur noyaux isolés des CEEs; 3) Déterminer si l'augmentation du 
niveau des récepteurs ETA et/ou ET B au niveau nucléaire est due à une translocation 
ou à une synthèse de novo nucléaire en utilisant des bloqueurs de pore nucléaire; 4) 
Déterminer le rôle des récepteurs ET B au niveau nucléaire dans la fonction des CEEs 
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